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POVZETEK 
Neposredna peroralna antikoagulacijska zdravila (NO-AK) med katere sodi neposredni 
zaviralec trombina dabigatran (Pradaxa®), imajo številne prednosti pred antagonisti 
vitamina K, kot so manj številne interakcije z zdravili in hrano, širše terapevtsko okno, kar 
omogoča fiksni odmerek zdravila in s tem odsotnost potrebe po rednem laboratorijskem 
nadzoru. Prednost dabigatrana pred antagonisti vitamina K predstavlja tudi obstoj 
specifičnega antidota idarucizumaba (Praxbind®), ki veže dabigatran z bistveno večjo 
afiniteto kot trombin in na ta način zelo hitro izniči antikoagulacijski (AK) učinek zdravila.  
V raziskavo smo vključili 44 preiskovancev z atrijsko fibrilacijo (AF), ki so prejemali 
dabigatran. Vsem preiskovancem smo vzeli vzorec krvi pred in med uvedbo AK terapije, 
katerim smo nato dodali idarucizumab in vitro. Učinek dabigatrana in dodatka 
idarucizumaba in vitro smo preverjali s pomočjo presejalnih koagulacijskih preiskav (PČ, 
APTČ in TČ) ter s pomočjo spremljanja tvorjenja trombina (ang. Thrombin generation 
assays, TGA). Pri tem smo ugotovili, da so vrednosti APTČ, faza mirovanja ter čas do 
trombinskega vrha naraščale z višanjem koncentracije dabigatrana v plazmi preiskovancev 
v primerjavi z vzorci pred AK terapijo. Dabigatran ni imel nobenega statističnega vpliva na 
trombinski vrh. Vrednost PČ (%) se je statistično zmanjšala, prav tako površina pod krivuljo, 
zaradi zaviralnega učinka dabigatrana na trombin v primerjavi z vzorci pred AK terapijo. Z 
dodatkom idarucizumaba in vitro smo omogočili nevtralizacijo AK učinka dabigatrana, kar 
smo dokazali z normalizacijo PČ, APTČ, TČ, faze mirovanja in časa do trombinskega vrha, 
medtem, ko sta spremenljivki trombinski vrh in površina pod krivuljo ostali zvišani v 
primerjavi z vzorci, odvzeti pred AK terapijo.V raziskavi smo dokazali, da vzorci odvzeti v 
času AK terapije, ki vsebujejo dabigatran zaradi zaviralnega učinka na trombin podaljšuje 
APTČ, fazo mirovanja in čas do trombinskega vrha, ki jih z dodatkom idarucizumaba in 
vitro ne le popolnoma nevtraliziramo, ampak tudi statistično znižamo v primerjavi z vzorci 
pred AK terapijo. Podobne rezultate smo dobili tudi pri spremenljivkah tvorjenja trombina, 
razen pri času trombinskga vrha in površini pod krivuljo, ki sta ob prisotnosti dabigatrana 
statistično višji v primerjavi z vzorci pred AK terapijo in sta neučinkovita pri prepoznavanju 
AK učinka dabigatrana. Trombinski vrh in površina pod krivuljo sta ostala nespremenjena 
tudi po dodatku idarucizumaba in vitro, kar smo pripisali nastanku kompleksa (α2-
makroglobulin-trombin), ki nastaja med tvorjenjem trombina in prispeva k cepitvi 
fluorogenega substrata in s tem posledično lažno zvišuje rezultate.  
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ABSTRACT 
Direct oral anticoagulants (DOACs) which include direct thrombin inhibitor dabigatran 
(Pradaxa®) have many clinical advantages over vitamin K antagonists, such as less 
interaction with drugs and food, a wider therapeutic window which enables a fixed dose 
regimen and requires no need for regular laboratory monitoring. The advantage of using 
dabigatran over vitamin K antagonists is the existence of specific reversal agent 
idarucizumab (Praxbind®) that binds dabigatran with higher affinity than thrombin, 
resulting in fast and complete neutralization of dabigatran anticoagulant activity. 
In this study we included 44 patients with atrial fibrillation (AF) treated with dabigatran. 
Blood samples were collected from all patients before and during dabigatran treatment, to 
which we later added idarucizumab in vitro. We determined the effect of dabigatran and 
addition of idarucizumab in vitro using coagulation tests (PT, APTT and TT) and with 
thrombin generation assay (TGA). The results show that dabigatran increases APTT, lag 
time and time to peak thrombin with increasing concentrations of dabigatran as compared to 
samples before anticoagulant therapy. Dabigatran had no significant effect on thrombin 
peak. PT (%) and area under the curve were significantly lower than those before 
anticoagulant treatment because of the inhibiting activity of dabigatran. The in vitro  addition 
of idarucizumab fully neutralizes anticoagulant activity of dabigatran, which we proved with 
normalization of PT, APTT, TT, lag time and time to peak thrombin, meanwhile thrombin 
peak and area under the curve remained elevated compared to samples before dabigatran 
treatment. In this study we showed that samples collected during anticoagulant treatment 
with dabigatran which inhibits thrombin prolonged APTT, lag time and time to peak 
thrombin, however, the in vitro addition of idarucizumab did not restore but rather significant 
shortened coagulation times compared to samples with no dabigatran. We got similar results 
in variables of thrombin generation assay, except in thrombin peak and area under the curve, 
which were significantly higher compared to samples before dabigatran treatment and did 
not reflect anticoagulant activity of dabigatran. Thrombin peak and area under the curve 
were not affected by the addition of idarucizumab in vitro, which we attribute to formation 
of complex (α2-macroglobulin-thrombin) during thrombin generation and contributes to the 
splitting of fluorescent substrate and consequently falsely increases results.  
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SEZNAM OKRAJŠAV 
aDABI-Fab – fragment humaniziranega monoklonskega protitelesa, idarucizumab 
ADP – adenozin difosfat (ang. adenosine diphosphate) 
AF – atrijska fibrilacija 
AK – antikoagulacijsko 
AMC – 7-amino-4-metilkumarin (ang. 7-amino-4-methylcoumarin) 
APC-PS – kompleks aktiviranega proteina C in proteina S 
APTČ – aktivirani parcialni tromboplastinski čas  
AT – antitrombin  
AUC – površina pod krivuljo (ang. area under curve) 
BUF – pufer 
CAL – kalibrator 
CAT – umerjena avtomatska trombografija (ang. calibrated automated thrombography) 
CL – liofilizirana humana plazma z znižano tvorbo trombina 
CV – koeficient variacije (ang. coefficient of variation) 
F(..)a – aktivna oblika koagulacijskega faktorja 
FI – koagulacijski faktor I, fibrinogen 
FII – koagulacijski faktor II, protrombin 
FIII – koagulacijski faktor III, tkivni tromboplastin 
FIX – koagulacijski faktor FIX, antihemofilni faktor B 
FV – koagulacijski faktor V 
FVII – koagulacijski faktor VII 
FVIII – koagulacijski faktor VIII, antihemofilni faktor A 
FX – koagulacijski faktor X, Stuart-Prowerjev faktor 
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FXI – koagulacijski faktor XI, Rosenthalov faktor 
FXII – koagulacijski faktor XII, Hagemanov faktor 
FXIII – koagulacijski faktor XIII 
GVT– globoka venska tromboza  
HMWK – visokomolekulski kininogen, Fitzgeraldov faktor (ang. high molecular weight 
kininogen, Fitzgerald factor) 
INR – mednarodno umerjeno razmerje (ang. International normalized ratio) 
NO-AK – neposredni peroralni antikoagulanti  
oGF – ocena glomerulne filtracije  
PC – protein C 
PČ– protrombinski čas 
PE – pljučna embolija  
PL – fosfolipidi 
PPP – plazma revna s trombociti (ang. platelet poor plasma) 
PRP – plazma bogata s trombociti (ang. platelet rich plasma) 
PS – protein S 
pTČ – prilagojeni trombinski čas 
RC – reagent C 
RFU – intenzivnost fluorescence (ang- relative fluorescence units) 
rhTF – rekombinantni humani tkivni faktor 
STD – standard 
SUB – substrat 
TČ – trombinski čas  
TF – tkivni faktor  
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TFPI – zaviralec zunanje poti tkivnega faktorja (ang. tissue factor pathway inhibitor) 
TGA – test tvorjenja trombina (ang. Thrombin generation assay) 
t-PA – tkivni aktivator plazminogena (ang. tissue plasminogen activator) 
TTP – točka, v kateri tvorba trombina poteka najhitreje (ang. time to thrombin peak) 
VTE – venska trombembolija (ang. venous thromboembolism) 
vWF – von Willebrandov faktor (ang. von Wilebrand factor) 
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1 UVOD 
1.1 Hemostaza 
S pojmom hemostaza (gr. haimatos - kri, statos – stoječ) imenujemo skupek procesov in 
reakcij med žilnim, koagulacijskim in fibrinolitičnim sistemom, ki so potrebni za učinkovito 
zaustavitev krvavitve in razgradnjo krvnega strdka (1). S skupnim delovanjem vseh sistemov 
je tako omogočeno, da je kri tekoča oz. da se strdi, kadar pride do morebitne poškodbe. Pri 
poškodbi žile in izpostavitvi subendotelija prihaja do aktivacije trombocitov z njihovo 
adhezijo s pomočjo von Willebrandovega faktoja (vWF) (2). Temu sledi aktivacija sosednjih 
trombocitov, ki s sproščanjem agonistov aktivirajo bližnje trombocite, ki med seboj 
agregirajo preko fibrinogena. Ob zlepljanju trombocitov in nastanku trombocitnega strdka 
se aktivira koagulacijska kaskada, ki omogoči delovanje koagulacijskih faktorjev z 
njihovimi kofaktorji in substrati. S tem je omogočen nastanek trombina (FIIa), ki pretvarja 
fibrinogen v fibrin. Z nastankom fibrinskih niti, ki se ob sočasni prisotnosti FXIII prečno 
premrežijo in tvorijo fibrinsko mrežo v katero se vgrajujejo krvne celice. Sočasno ob 
koagulaciji pa se aktivira tudi fibrinoliza, ki poskrbi za razgradnjo strdka in omejuje njihovo 
širjenje po tem, ko so opravili svojo fiziološko vlogo (1, 2).  
Ključnega pomena pri hemostazi je ravnovesje med koagulacijo in fibrinolitičnim sistemom. 
Motnje v hemostazi namreč lahko povzročijo krvavitve ali tromboze. Zato je zelo 
pomembno, da sta oba sistema, tako koagulacija kot razgradnja strdka usklajeni s čimer je 
zagotovljeno ustrezno ravnovesje v telesu. Velikokrat si hemostazo v telesu predstavljamo 
kot tehnico med koagulacijo in fibrinolizo pri čemer prevelika sprememba lahko povzroči 
bodisi krvavitev ali trombozo (slika 1). 
 
 
 
Slika 1: Ravnovesje med krvavitvami in trombozami (prirejeno 
po 1). 
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Za nastanek krvnega strdka so ključni trije elementi: porušeno ravnovesje zaradi spremembe 
v sestavi krvi, poškodba žilne stene ali spremembe v toku krvi, ki jih s skupnim imenom 
imenujemo Virchova triada (1). 
Celoten proces v osnovi zaradi lažjega razumevanja delimo na primarno in sekundarno 
hemostazo, le-to pa nadalje na intrinzično in ekstrinzično pot koagulacije. Čeprav sta oba 
sistema v telesu precej bolj prepletena.  
Sekundarno hemostazo sestavljajo številne encimske reakcije, ki potekajo po verižnem 
zaporedju (kaskadi). Pri tem so vključene komponente, med katere prištevamo (1): 
 trombin in fibrin, 
 zaviralce koagulacije ter 
 fibrinolizo.  
Ključne sestavine sekundarne hemostaze sestavljajo glikoproteini (beljakovine), ki jih 
imenujemo koagulacijski faktorji, ki prosto krožijo v krvnem obtoku medtem, ko je tkivni 
faktor (TF) komponenta na površini celičnih membran in ni v neposrednem stiku s krvjo. 
Koagulacijske beljakovine so proencimi (FXII, FXI, FX, FIX, FVII in FII) ali kofaktorji 
(FV, FVIII). Slednji omogočijo, da encim z večjo učinkovitostjo in specifičnostjo prepozna 
substrat. Večina koagulacijskih faktorjev nastane v jetrih, nekateri pa tudi v makrofagih, 
megakariocitih, trombocitih in endoteljikih celicah (3). V krvi krožijo v neaktivni obliki, 
dokler poškodba endotelija ne sproži njihove verižne pretvorbe v aktivno obliko.  
Zaradi lažjega razumevanja delimo koagulacijo na intrinzično (notranjo) in ekstrinzično 
(zunanjo) pot koagulacije, čeprav sta oba sistema v telesu bistveno bolj prepletena in 
kompleksnejša in se na koncu združita v skupno pot koagulacije (slika 2).  
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Slika 2: Shema intrinzične, ekstrinzične in skupne poti koagulacije (prirejeno po 1). 
Ektrinzična ali zunanja pot koagulacije se začne s poškodbo žilne stene, s čimer se izpostavi 
TF na površini poškodovanih celic (makrofagih, monocitih in endoteljskih celicah). Pri tem 
pride do vezave s FVII in njegove aktivacije v FVIIa, ki nadalje aktivira FX v FXa. Z vezavo 
kalcija na fosfolipidno površino, ki skupaj s FXa in FVa tvori protrombinazni kompleks je 
omogočena pretvorba protrombina (FII) v trombin (FIIa), ki predstavlja končni encim 
koagulacijske kaskade. 
Intrinzična ali notranja pot koagulacije se začne s kontaktno aktivacijo s pomočjo aktiviranja 
FXII in FXI na subendotelijskih strukturah. Pri reakciji sta potrebna kalikrein in visoko-
molekulski kininogen (high-molecular-weight kinonegen, HMWK) (1, 3). Pri tem se 
preostali neaktivni faktorji (FXII, FXI, FIX in FX) verižno aktivirajo v tako imenovani 
kaskadi. Kofaktor FVIIIa skupaj s FIXa tvori intrinzični tenazni kompleks s čimer je 
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omogočena aktivacija skupne poti in pretvorba FX v FXa s pomočjo kalcija in fosfolipidi na 
površini trombocitov (2).  
Protrombinazni kompleks omogoča pretvorbo protrombina (FII) v trombin (FIIa), ki 
predstavlja glavni encim v koagulacijski kaskadi, ker cepi fibrinogen v fibrin. Hkrati pa se z 
nastankom FIIa omogoči dodatno aktiviranje FV, FVIII in XII s čimer pospeši svoje 
nastajanje – pozitivna povratna zanka (3).  
Celoten proces koagulacije je uravnan s pomočjo zaviralcev koagulacijskih faktorjev 
(serpini) in negativno povratno zanko, ki vključuje protein C (PC) skupaj s kofaktorjem 
proteina S (PS) in z zaviralcem zunanje tkivne poti (TFPI). Njihovo skupno delovanje 
omogoči, da je celoten proces koagulacije omejen le na mesto poškodbe. Med 
najpomembnejšimi zaviralci koagulacije je antitrombin (AT), ki zavira trombin (FIIa) in v 
manjši meri FXa, FIXa in FXIa (2). Med zaviralce koagulacijskega sistema uvrščamo tudi 
PC, ki skupaj s kofaktorjem PS omogoči, da cepi kofaktorja FVa in FVIIIa in s tem posredno 
zavre učinek trombina. Pri neposrednem zaviranju FXa pa sočasno pripomore tudi TFPI s 
stvarjanjem kompleksa s FVII in TF.  
Sočasno s koagulacijo pa ob tem poteka tudi fibrinoliza katere je namen, da razgradi krvni 
strdek po tem, ko je opravil svojo fiziološko vlogo. Kot koagulacija je tudi fibrinoliza 
sestavljena iz notranje poti, ki jo sproži kontaktna aktivacija in zunanje poti, ki se aktivira 
preko aktivatorjev plazminogena (3). Pri tem sodelujeta aktivator plazminogena (t-PA) in 
urokinaza (u-PA), ki omogočita pretvorbo plazminogena v plazmin ta pa nadalje cepi fibrin 
v razgradne produkte fibrina. S tem je tako omogočena razgradnja strdka, s čimer je 
vzpostavljena ponovna prehodnost žile. Celoten proces je uravnan s specifičnimi zaviralci, 
ki omogočijo, da se fibrinolitični sistem aktivira zelo počasi in na ta način omogoči da se 
fibrinski strdek razgradi po tem, ko je opravil svojo hemostatsko vlogo.   
1.2 Neposredna peroralna antikoagulantna zdravila 
Neposredna peroralna antikoagulacijska zdravila (NO-AK) so izdelana z namenom, da 
vplivamo na posamezne encimske reakcije v koagulaciji krvi in s tem korigiramo motnje, ki 
lahko vodijo do tromboz. Predstavljajo alternativo antagonistom vitamina K, ki imajo 
številne pomanjkljivosti, kot so: ozko terapevtsko okno, številne interakcije s hrano in 
zdravili, zaradi česar je potrebno redno laboratorijsko spremljanje ter hkrati počasnejše 
delovanje, saj vplivajo le na novo sintetizirane koagulacijske faktorje. V Sloveniji imamo 
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registrirana tri NO-AK zdravila: Pradaxa® (dabigatran), ki deluje neposredno na trombin 
(FIIa) ter Xarelto® (rivaroksaban) in Eliquis® (apiksaban), ki sta neposredna zaviralca FXa 
(4). Z uporabo NO-AK se večini pomanjkljivostim antagonistov vitamina K izognemo, 
vendar pa še vedno obstaja tveganje za pojav krvavitev. Za slednji zdravili, apiksaban in 
rivaroksaban, se kot antidot uporablja andeksanat alfa (Andexxa®), ki v Sloveniji še ni 
registrirano medtem, ko je delovanje dabigatrana mogoče zavreti z uporabo humaniziranega 
monoklonskega protitelesa idarucizumaba (Praxbind®) (5).  
1.3 Dabigatran 
Dabigatran eteksilat (Pradaxa®, Boehrniger Ingelheim) je predzdravilo, ki se po peroralni 
aplikaciji s hidrolizo s pomočjo nespecifičnih esteraz v jetrih in krvi hitro pretvori v aktivno 
obliko dabigatran, ki je močan, kompetitivni zaviralec trombina (slika 3). Aktivna oblika 
dabigatrana se veže v aktivno mesto prostega ali v kompleks vezanega trombina in na ta 
način prepreči nastanek fibrinskega strdka. Po zaužitju se dabigatran hitro absorbira in tako 
maksimalni učinek doseže po 2-3 urah (6). Zaradi nizke stopnje vezave na plazemske 
proteine (35%) in hitre pretvorbe v aktivno obliko s pomočjo nespecifičnih esteraz, 
neodvisno od citokroma P450, omogoča manj interakcij z zdravili in hrano (6). Prav zaradi 
tega je antikoagulacijski (AK) učinek predvidljiv in ga ni potrebno laboratorijsko spremljati. 
Glavno pot izločanja v nespremenjeni obliki (80%) predstavljajo ledvice in preostanek blato, 
zato je pomembno, da se ob morebitni ledvični insuficienci prilagodi odmerek zdravila (6, 
7).  
 
Slika 3: Predzdravilo dabigatran eteksilat in njegova pretvorba v dabigatran (prirejeno po 8). 
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Pred uvedbo zdravljenja je priporočena ocena ledvične funkcije z izračunom kreatininskega 
očistka (CrCl) po Cockcroft-Gaultovi formuli (9) (enačba 1), da se izključi bolnike s hudo 
ledvično okvaro (≤ 30 mL/min) pri katerih je zdravljenje z dabigatranom kontraindicirano, 
zaradi kopičenja zdravila v plazmi. 
 
Enačba 1: Izračun kreatininskega očistka po Cockcroft - Gaultovi formuli (prirejeno po 9). 
V teh primerih se uporabi drugo AK zdravilo. Z namenom, da se zmanjša tveganje za pojav 
tromboembolizmov se Pradaxa® predpisuje enkrat ali dvakrat dnevno v dveh odmerkih po 
110 mg ali 150 mg, pri čemer so nižji odmerki namenjeni bolnikom z oGF 30 – 50 mL/min 
in s povečanim tveganjem za krvavitve (10, 11). Dabigatran eteksilat je substrat za P- 
glikoprotein (P-gp). Zato je odmerek potrebno znižati tudi pri bolnikih, ki so sočasno na 
terapiji z zaviralci efluksnega prenašalca P-gp (verapamil, amiodaron), ki povečujejo 
koncentracijo dabigatran eteksilata v plazmi in s tem posledično zvečujejo AK učinek. Ker 
je dabigatran eteksilat relativno majhna molekula (M=472 Da), ki ima velik volumen 
porazdelitve prehaja skozi vse biološke membrane do vzpostavitve dinamičnega ravnotežja 
med periferijo in plazmo.  
V primeru zapletov, ki jih povzroča zdravljenje z dabigatranom, je včasih potrebna natančna 
ocena učinka dabigatrana s pomočjo specifične koagulacijske preiskave – kromogeno 
preiskavo ali prilagojenim trombinskim časom (pTČ) (5). Preiskava omogoča kvantitativno 
oceno koncentracije dabigatrana v plazmi bolnikov, saj kvalitativna ocena učinka 
dabigatrana s pomočjo presejalnih koagulacijskih testov ni zanesljiva. Kot navaja vir (12) je 
vrednost trombinskega časa (TČ) nemerljiva (>150 sek.) že pri koncentraciji 50 ng/mL, ki 
ustreza terapevtski vrednosti dabigatrana v plazmi preiskovanca. Vendar pa normalna 
vrednost TČ zanesljivo izključuje prisotnost dabigatrana v plazmi bolnika, saj je povezava 
med koncentracijo dabigatrana in TČ zelo dobra (12). Ker dabigatran podaljšuje večino 
koagulacijskih preiskav zaradi zaviranja trombina je pomembno, da se rezultati interpretirajo 
skladno z razpolovno dobo dabigatrana (t1/2= 12-17 h) in njegovim AK učinkom.  
Kot navajajo viri (5, 13, 14, 15) se koagulacijski časi protrombinski čas (PČ), aktiviran 
parcialni tromboplastinski čas (APTČ) in trombinski čas (TČ) pri preiskovancih, ki so na 
terapiji z dabigatranom podaljšujejo z višanjem koncentracije dabigatrana v krvi. Podobno 
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navaja tudi literatura (1), kjer so uporabili plazmo bolnikov kateri so dodali dabigatran in 
vitro in nato izmerili koagulacijske čase. Nekateri avtorji poročajo (16), da je preiskava PČ 
manj občutljiva kot APTČ na prisotnost direktnega zaviralca trombina. Rezultati so pokazali, 
da povezava med APTČ linearno narašča s koncentracijo dabigatrana do 200-300 ng/mL, 
nato pa doseže plato, kjer se ne spreminja več. Medtem, ko pri manj občutljivi preiskavi PČ, 
ki je ob prisotnosti dabigatrana v terapevtskih ali subterapevtskih koncentracijah, lahko v 
mejah referenčni vrednosti.  
Prednost dabigatrana pred klasičnim zdravljenjem z antagonisti vitamina K se kaže 
predvsem v njegovem fiksnem odmerku, širokem terapevtskem oknu in predvidljivim AK 
učinkom. Ker ima zdravilo bistveno manj klinično pomembnih interakcij z zdravili in hrano, 
ni potrebe po rednem spremljanju učinku terapije. Hkrati pa je učinek dabigatrana bistveno 
hitrejši kot pri klasičnih antagonistih vitamina K, pri katerih poln AK učinek dosežemo šele 
po nekaj dneh zdravljenja, ko se iz krvnega obtoka odstranijo funkcionalni koagulacijski 
faktorji na katere antagonisti vitamina K nimajo vpliva. Glavno prednost pred 
nefrakcioniranim heparinom se kaže v njegovi sposobnosti zavreti prost in v kompleks vezan 
trombin, medtem, ko heparin zavira le prosti trombin. Hkrati pa dabigatran za svoj poln AK 
učinek ne potrebuje sodelovanje antitrombina, saj se veže direktno v katalitično mesto 
trombina s čimer zavre njegov učinek. Navkljub temu pa se bolniki, ki so na terapiji z 
Pradaxo® preventivno laboratorijsko kontrolirajo trikrat v prvem letu zdravljenja in nato le 
enkrat letno (17). Pregledi so namenjeni oceni ledvične in jetrne funkcije, ki se s starostjo 
bolnika zmanjšuje in se ta način zvišuje plazemska koncentracija zdravila, ki povečuje AK 
učinek (18). Predčasni laboratorijski nadzori so namenjeni v primeru priprave bolnika na 
operacijo, pojavu patoloških laboratorijskih izvidov, ki jih je potrebno preverjati pogosteje 
ali prehajanju med AK zdravili v primeru poslabšanja ledvične ali jeterne funkcije.  
1.4  Idarucizumab 
Zaradi povečane možnosti za pojav krvavitev pri jemanju dabigatran eteksilata v primeru 
prekomernega odmerjanja zdravila, zmanjšane ledvične funkcije, urgentnih operacij ali 
drugih invazivnih posegov se je pojavila potreba po učinkovitem antidotu, ki bi takoj 
nevtraliziral učinek dabigatrana. Preden so razvili učinkovit antidot za dabigatran, je edini 
način nevtralizacije predstavljala hemodializa (12, 19), saj se le majhen delež dabigatran 
eteksilata veže na plazemske proteine. Vendar je težavo predstavljala dolgotrajnost 
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postopka, saj se po štirih urah dialize odstrani le polovica plazemskega dabigatrana, kar ni 
učinkovita metoda v primeru takojšnih kirurških operacij ali krvavitev. Zato se je pojavila 
potreba po hitro dostopni protiučinkovini za dabigatran, ki bi omogočala enostavnejšo in 
hitrejšo izničitev AK učinka.  
Tako imenovana protiučinkovina idarucizumab (Praxbind®) je fragment humaniziranega 
monoklonskega protitelesa (aDABI-Fab), ki selektivno veže prost in v kompleks vezan 
dabigatran (5, 19, 20). Na voljo je v dveh vialah po 2,5 g idarucizumaba v 50 mL raztopine, 
ki se daje v enkratnem odmerku intravensko. Dabigatran se veže z idarucizumabom s ~350-
krat večjo afiniteto kot s trombinom in na ta način zavre AK učinek ter omogoči 
normalizacijo večine koagulacijskih časov že v prvi minuti po aplikaciji (5, 19, 20). 
Humanizirano monoklonsko protitelo maksimalni učinek doseže po 5 minutah intravenske 
aplikacije (21). Izločanje idarucizumaba poteka pretežno preko ledvic kot prost ali vezan na 
dabigatran v nespremenjeni obliki, kar je značilno za majhne proteine (84 kDa). Njegova 
razpolovna doba je približno 45 minut ob normalni ledvični funkciji (21).  
Zgradba idarucizumaba je peptidomimetik trombina s to razliko, da ne omogoča encimske 
aktivnosti (3). Zaradi visoke afinitete dabigatrana do idarucizumaba je njegova učinkovitost 
nevtralizacije hitra in selektivna, saj omogoča vezavo prostega dabigatrana kot vezanega v 
kompleks s trombinom. Visoka specifičnost vezave je omogočena s tvorbo vodikovih vezi 
in hidrofobnih interakcij v vezavnem mestu idarucizumaba. Medmolekulsko prepoznavanje 
med dabigatranom in antidotom temelji predvsem na strukturni podobnosti vezavnega mesta 
antidota z aktivnim mestom trombina. S to razliko, da idarucizumab po vezavi z 
dabigatranom nima katalitične aktivnosti in ne sproži nadalje koagulacijske kaskade. 
Podobno navajata vira (5, 12), kjer dodatek idarucizumaba in vitro vzorcem plazme zdravih 
prostovoljcev nima nobenega vpliva na koagulacijske preiskave (PČ, APTČ in TČ), kar 
izključuje katalitično aktivnost idarucizumaba. Študije na živalih, ki so prejemali dabigatran 
so pokazale (5, 12), da dodatek idarucizumaba in vivo in in vitro popolnoma nevtralizira AK 
učinek dabigatrana, kar se kaže z normalizacijo koagulacijskih časov (PČ, APTČ in TČ) že 
v 5-minutah po intravenski aplikaciji. Praxbind® je v indiciran v primeru prekomernega 
odmerjanja dabigatrana ali urgentnih operacij v enkratnem odmerku 5 g idarucizumaba. Pri 
raziskavi (5) v kateri so testirali zdrave preiskovance, ki so prejemali dabigatran eteksilat v 
odmerku 220 mg, navajajo, da se plazemska koncentracija dabigatrana ponovno rahlo zviša 
po 2-4 urah intravenske aplikacije idarucizumaba, kar se kaže kot podaljšanje TČ, ki je 
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najbolj občutljiv na prisotnost dabigatrana v plazmi. Razlog naj bi bil predvsem v 
prerazporeditvi AK zdravila med tkivi in plazmo. Ker ima idarucizumab majhen volumen 
porazdelitve se večinoma nahaja v plazmi in ne prehaja v tkiva in tako zavira le dabigatran 
(prost in vezan v kompleks), ki je v plazmi. Kot navaja raziskava (5), zaradi dinamičnega 
ravnovesja sčasoma pride do prerazporeditve dabigatrana iz periferije v plazmo, kar se kaže 
kot rahlo podaljšanje TČ, ki se sčasoma normalizira po vezavi dabigatrana z s prostim 
idarucizumabom.  
Za pravilno interpretacijo koagulacijskih preiskav je potrebno vzorec odvzeti pred začetkom 
AK terapije ali najmanj 24 ur po zadnjem odmerku AK zdravila. Vendar pa je takšen pristop 
v primeru visokega tveganja za trombotične zaplete lahko zelo tvegan, hkrati pa otežuje 
pravilno interpretacijo hemostaze pri preiskovancih na AK terapiji. V študiji (22) so tako 
pokazali, da lahko pri preiskovancih na AK terapiji omogočijo popolno nevtralizacijo vseh 
NO-AK zdravil do koncentracije 200 – 500 ng/mL z dodatkom hidrofobnega adsorbenta 
(DOAC-Stop) in vitro, s čimer bi omogočili lažje prepoznavanje prisotnosti lupusnih 
antikoagulantov, ki spadajo v heterogeno skupino antifosfolipidnih protiteles, ki 
podaljšujejo APTČ. Pri tem so zmanjšali število lažno pozitivnih rezultatov lupusnih 
antikoagulantov ter APTČ-ja, ki ju dabigatran zaradi učinka podaljšuje. DOAC-Stop ne le 
popolnoma izniči učinek dabigatrana, ampak povzroči tudi statistično pomembno skrajšanje 
APTČ-ja, kar so pripisali prokoagulantnemu učinku DOAC-Stop. Podobne ugotovitve 
navaja tudi raziskava (23), kjer so normalnim vzorcem krvi dodali dabigatran ter nato dodali 
aktivno oglje (5 mg) in vitro, ki je povzročil popolno nevtralizacijo dabigatrana po 5-20 
minutah primerljivo z rezultati testiranj z dodatkom idarucizumaba in vitro. Učinek 
nevtralizacije so testirali s pomočjo APTČ-ja, ki je po in vitro dodatku aktivnega oglja 
primerljiv z meritvijo pred dodatkom dabigatrana.  
Idarucizumab so razvili s pomočjo hibridomske tehnologije in rekombinantne tehnologije 
DNK, ki zagotavlja čistejše in ustrezne količine pripravkov, kot ostale metode izolacije. 
Postopek priprave vključuje imunizacijo miši z haptenom dabigatrana. S tem je omogočen 
nastanek monoklonskih protiteles, ki specifično prepoznajo le en antigen (24). Ker bi takšna 
protitelesa v človeškem telesu povzročila nespecifičen imunski odziv zaradi vsebnosti mišjih 
delov protitelesa so s metodo rekombinantne tehnologije DNK razvili modificirano 
strukturo, kjer so Fab regijo mišjega protitelesa, ki je odgovorna za vezavo z antigenom, 
združili z človeškim delom imunoglobulina ter odstranili Fc regijo ter dobili himerno 
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protitelo (slika 4). Korak dlje predstavljajo humanizirana monoklonska protitelesa, kjer se 
ohranijo le aminokislinske ostanke mišjega protitelesa, ki prepoznajo specifičen antigen 
(dabigatran), preostanek pa zamenjali s človeškimi deli protitelesa. Nastali fragment 
humaniziranega protitelesa sestavlja 10 % mišje aminokislinske sestave in preostanek 
človeške (12, 21). Na ta način se zmanjša imunogenost fragmenta, hkrati pa omogoči krajši 
razpolovni čas nastalega fragmenta, ki se izloči skozi ledvice v prosti obliki ali z vezanim 
dabigatranom v štirih urah po intravenski aplikaciji (5, 21).  
 
Slika 4: Priprava humaniziranega monoklonskega protitelesa s pomočjo rekombinantne tehnologije DNK. 
2 NAMEN DELA IN CILJI 
NO-AK so se izkazali kot učinkovita in varna zdravila za zdravljenje bolnikov z atrijsko 
fibrilacijo (AF) ali vensko trombembolijo (VTE). Ker dabigatran podaljšuje večino 
koagulacijskih preiskav, ocena hemostatskih motenj med AK terapijo ni mogoča. Z 
dodatkom idarucizumaba in vitro vzorcem plazme pri bolnikih, ki prejemajo dabigatran, bi 
morda lahko omogočili pravilno interpretacijo presejalnih koagulacijskih preiskav, ki jih 
dabigatran zaradi zaviranja trombina podaljšuje. Hkrati bi bilo omogočeno hitrejše 
odkrivanje bolnikov, ki imajo kakršno koli motnjo hemostaze, ne da bi bolniku prekinili AK 
zdravljenje. Na ta način bi zmanjšali interferenco, ki jo povzroča dabigatran in omogočili 
lažje testiranje bolnikov z uporabo specifičnih in presejalnih koagulacijskih preiskav, ki jih 
trenutno ne izvajamo v izogib napačni interpretaciji. 
Namen magistrske naloge je bilo ugotoviti ali dodatek idarucizumaba in vitro popolnoma 
nevtralizira učinek dabigatrana s pomočjo ocene parametrov tvorjenja trombina ter 
11 
 
presejalnih koagulacijskih preiskav (PČ, APTČ in TČ) ne da bi bolniku prekinili AK 
terapijo.  
2.1 Hipoteze 
 
 H1: Idarucizumab dodan v plazmo preiskovancem pred AK terapijo nima vpliva na 
nobeno koagulacijsko preiskavo.  
 
 H2: Dodatek idarucizumaba in vitro vzorcem plazme odvzetim bolnikom, ki so na 
terapiji z dabigatranom popolnoma nevtralizira učinek dabigatrana kot lahko 
izmerimo s koagulacijskimi preiskavami. 
 
 H3: Za nevtralizacijo širokega razpona koncentracije dabigatrana zadostuje fiksni 
odmerek idarucizumaba. 
3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Preiskovanci 
V raziskavo smo vključili 44 preiskovancev z atrijsko fibrilacijo (AF), ki so se zdravili v 
Antikoagulacijski ambulanti Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana. Med bolniki je 23 
bolnikov (52%) prejemalo 150 miligramski odmerek dabigatrana, preostalih 21 bolnikov 
(48%) pa 110 miligramski odmerek dabigatrana 2-krat dnevno. Nižji odmerek zdravila je bil 
predpisan preiskovancem, ki so imeli oslabljeno ledvično funkcijo (očistek kreatinina 30-50 
mL/min), starejšim bolnikom (>75 let) in tistim, ki so imeli zgodovino večjih krvavitev ali 
so bili na terapiji z antiagregacijskimi zdravili, amiodaronom, verapamilom ter krhkim 
bolnikom (11).  
Vsem odvzetim vzorcem smo nato dodali idarucizumab in vitro in izmerili učinek 
idarucizumaba s pomočjo spremljanja tvorjenja trombina in presejalnimi koagulacijskimi 
časi (PČ, APTČ in TČ). 
Vsi udeleženci so bili o izvedbi raziskave obveščeni in so podali pisno potrdilo, da se 
strinjajo s sodelovanjem v raziskavi. Raziskavo je odobrila Komisija Republike Slovenije za 
medicinsko etiko.  
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3.2    Odvzem krvi in priprava plazme 
Bolnikom se je prvič vzela venska kri pred uvedbo AK terapije (ODV1) in nato 2-4 tednov 
(DABI2 – DABI3) ter 6-8 tednov (DABI4 - DABI5) med AK terapijo z dabigatranom. Za 
določitev najmanjše (»trough«) koncentracije dabigatrana v krvi se je kri odvzela 12 ± 1 h 
po zadnjem odmerku zdravila (DABI2 in DABI4) in za določitev največje (»peak«) 
koncentracije dabigatrana v krvi se je kri odvzela 120 ± 5 min po zaužitju zdravila (DABI3 
in DABI5). 
Kri je bila odvzeta iz komolčne vene neposredno v vakuumske epruvete z 0,11 M natrijem 
citratom v razmerju 1:10 (Becton Dickinson, Nemčija). Po odvzemu smo kri previdno 
premešali, da smo preprečili nastanek strdka. Vsaka epruveta je bila napolnjena do 
predpisane oznake. Plazma revna s trombociti (ang. platelet poor plasma, PPP) je bila 
pripravljena v času 30 minut po odvzemu s centrifugiranjem vzorcev (30 minut, 2000 x g, 4 
°C). Nastala plazma se je nato alikvotirala v ustrezno označene plastične krioviale, ki je 
ustrezala določenim odvzemom (ODV1, DABI2, DABI3, DABI4 in DABI5) in se hipno 
zamrznila s pomočjo tekočega dušika ter shranila v zamrzovalniku na ≤ – 70 °C do analize.  
Pred analizo so se analizirani vzorci hitro odtalili na 37 °C za 5 minut in jih nato vorteksirali 
ter uporabili za analizo. Koagulacijske preiskave (PČ, APTČ in TČ) in osnovne parametre 
tvorjenja trombina smo izmerili vzorcem bolnikov pred uvedbo dabigatrana (ODV1) ter 
vzorcem bolnikov, ki so nato prejeli dabigatran (DABI). Hkrati smo na mikrotitrsko ploščo 
vsem vzorcem (ODV1, DABI2, DABI3, DABI4 in DABI5) dodali idarucizumab in vitro v 
ustreznem razmerju 1:10 (450 µL plazme in 50 µL idarucizumaba) vorteksirali in tako 
zagotovili fiksno koncentracijo 125 µg/L antidota, s katero smo želeli nevtralizirati različne 
koncentracije dabigatrana v plazmi bolnikov. Tako pripravljenim vzorcem (ODV1+I, 
DABI+I) smo uporabili za merjenje tvorjenja trombina ter PČ, APTČ in TČ. 
3.3 Priprava idarucizumaba 
Eno ampulo idarucizumaba (Praxbind®, 50 mg/mL) smo razpipetirali po 1,5 mL (skupno 32 
alikvotov). Vse alikvote razen enega smo zamrznili na -70 °C. Alikvot, ki smo ga ohranili 
smo redčili s fiziološko raztopino v razmerju 1:4 (1 mL idarucizumaba in 3 mL fiziološke 
raztopine), nastalo mešanico smo nato razpipetirali po 100 µL v 1,8 - mililitrske epruvete in 
zamrznili na -70 °C (12,5 mg/mL). Tik pred uporabo smo raztopino odtalili ter neposredno 
v 1,8 – mililitrsko epruveto dodali 900 µL fiziološke raztopine (1,25 mg/mL). Nastalo 
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redčitev smo nato dodali v plazmo v razmerju 1:10 (450 µL plazme in 50 µL redčenega 
idarucizumaba) in tako dobili želeno končno koncentracijo idarucizumaba v vzorcu (125 
µL/mL) s katero smo nevtralizirali različne koncentracije dabigatrana v ex vivo vzorcih 
bolnikov. 
3.4 LABORATORIJSKE PREISKAVE  
3.4.1 Test tvorjenja trombina 
Test tvorjenja trombina (TGA) smo spremljali s pomočjo reagentov Technothrombin® RC 
Low in Technothrombin® TGA Substrate (oboje Technoclone, Avstrija) z uporabo 
spektrofotometra (Sunrise, Tecan) ter mikrotitrske plošče, kamor smo napipetirali vzorce. 
Laboratorijska preiskava omogoča spremljanje kinetike nastanka trombina v plazmi bogati 
(PRP) ali revni s trombociti (PPP), ki ga sprožimo s pomočjo micelov z negativno nabiti 
fosfolipidi, tkivnim faktorjem in CaCl2 (25). Trombin hidrolizira specifični substrat (Z-Gly-
Gly-Arg-AMC), zaradi česar poraste fluorescenčni signal (7-amino-4-metilkumarin) v 
odvisnosti od časa in  s tem zajame celotno fazo tvorbe trombina (slika 5 A). Intenzivnost 
fluorescence vzorca (relative fluorescence units, RFU) je sorazmerna aktivnosti trombina. 
Iz dobljene krivulje izračunamo prvi odvod, ki predstavlja trombogram. Upad signala na 
trombogramu prikazuje delovanje naravnih zaviralcev koagulacije, kamor spada kompleks 
aktiviranega proteina C in proteina S (APC-PS), antitrombin (AT) in zaviralec zunanje poti 
tkivnega faktorja (TFPI) (slika 5 B).  
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Slika 5: Poenostavljen mehanizem nastanka in upada trombina med koagulacijo. A začetek nastanka 
trombina. B inaktivacija trombina z naravno prisotnimi zaviralci. AT, TFPI, APC-PS. 
S pomočjo kalibracijske krivulje in programske opreme Magellan dobimo naslednje 
parametre trombograma, ki jih izmerimo vsakemu vzorcu:  
 faza mirovanja (ang. lag time) (min) – ki predstavlja čas od točke, ko smo dodali 
reagent do aktivacije trombina, 
 trombinski vrh (ang. thrombin peak) (nM) – maksimalna koncentracija trombina, 
 čas do trombinskega vrha (ang. time to thrombin peak, TTP) (min) – čas do 
trombinskega vrha, ko tvorba trombina poteka najhitreje, 
 površina pod krivuljo (ang. area under curve, AUC) (nM x min) – prikazuje površino 
pod krivuljo, ki odraža celoten nastali trombin v 60-ih minutah (slika 6). 
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Slika 6: Osnovni parametri TGA (prirejeno po 26). 
Za merjenje aktivnosti trombina skozi čas smo uporabili spektrofotometer (Sunrise, Tecan) 
s programsko opremo Magellan (Tecan). Pred začetkom poskusa smo vključili kontrolo 
temperature v čitalcu in jo nastavili na 37°C. V programu Magellan smo izbrali ustrezni 
protokol in pripravili listo z imeni preiskovancev ter jo vnesli v dokument za tekočo meritev 
(slika 7).  
Pri meritvi smo uporabili naslednja reagenta iz kompleta Technothrombin® TGA 
(Technoclone, Austrija): 
 TGA substrat (SUB): fluorogeni substrat 1 mM Z-Gly-Gly-Arg-AMC, 15 mM 
CaCl2. Vsebuje tri aminokisline. Kratica AMC predstavlja 7-amino-4-metilkumarin. 
 TGA reagent C (RC) Low: nizka koncentracija micelov z negativno nabitimi 
fosfolipidi (PL) in rekombinantnim humanim tkivnim faktorjem (rhTF) v Tris-
Hepes-NaCl pufru.  
Oba reagenta smo raztopili z demineralizirano vodo po navodilu proizvajalca, ustrezno 
premešali in odpipetirali v kadičko v razmerju 2500 µL TGA (SUB) in 500 µL TGA (RC), 
kar je zadostovalo za eno serijo meritev. Mešanico smo nato uporabili v roku 20 minut po 
pripravi.  
Preden smo na mikrotitrsko ploščo s pomočjo avtomatske večkanalne pipete dodali 60 µL 
reakcijske mešanice (TGA (SUB) in TGA (RC)) v vsako vdolbinico, smo predhodno nanesli 
40 µL vzorca. Hkrati smo na mikrotitrsko ploščo nanesli bolnikovo plazmo z dodanim 
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idarucizumabom v razmerju 1:10 (450 µL plazme in 50 µL redčenega idarucizumaba) in 
vorteksirali. Posamezni preiskovanci so prikazani z različnimi barvami (slika 7).  
 
Slika 7: Razporeditev vzorcev plazme in kontrolnega vzorca na mikrotitrski plošči. 
3.4.1.1 Umerjanje s kalibracijskimi  raztopinami 
Umerjanje je potrebno za vsak lot reagenta TGA (RC). Pri tem smo uporabili naslednja 
reagenta: 
 TGA Thrombin Calibrator (TGA CAL):  ̴ 1.000 nM trombin v pufru z BSA. 
 TGA buffer (TGA BUF): pufer Hepes-NaCl z 0,5% govejega serumskega 
albumina. 
Kalibrator smo raztopili po navodilu proizvajalca in s pomočjo TGA BUF pripravili 4 
redčitve (Preglednica I).  
Preglednica I: Priprava kalibracijskih raztopin. 
Redčitev 1 (STD1) (1:2) 200 µL TGA CAL + 200 µL TGA BUF 
Redčitev 2 (STD2) (1:4) 100 µL STD1 + 100 µl TGA BUF 
Redčitev 3 (STD3) (1:20) 20 µL STD2 + 380 µL TGA BUF 
Redčitev 4 (STD4) (1:200) 20 µL STD3 + 180 µL TGA BUF 
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Na mikrotitrsko ploščo smo tako nanesli 40 µL pripravljenih standardov (STD1 – STD4) v 
dvojniku in začeli z meritvijo takoj, ko smo dodali 50 µL TGA SUB (slika 8). Z uporabo 
umeritvene krivulje z znanimi koncentracijami trombina smo dosegli, da se intenzivnost 
fluorescence (RFU), ki se meri in je sorazmerna aktivnosti trombina, pretvori s pomočjo 
programske opreme Magellan v koncentracijo (nM) nastalega trombina v plazmi vzorcev.  
 
Slika 8: Razporeditev standardnih raztopin. 
3.4.1.2 Kontrola kakovosti 
Skupaj z vsako serijo vzorcev smo uporabili tudi kontrolni vzorec, in sicer: 
 TGA control Low (CL): liofilizirana humana plazma z znižano tvorbo trombina. V 
vsaki seriji kontrolnega vzorca smo upoštevali ciljne vrednosti za trombinski vrh, ki 
jih navaja proizvajalec. 
Kontrolni vzorec smo pripravili po navodilu proizvajalca in ga v dvojniku nanesli na vsako 
mikrotitrsko ploščo skupaj z mešanico TGA (SUB) in TGA (RC) v ustreznem razmerju (60 
µL reakcijske mešanice in 40 µL kontrolnega vzorca) s katero smo preverili pravilno 
delovanje analizatorja. Preostanek kontrolnega vzorca smo do naslednje uporabe hranili v 
hladilniku 8 ur na 2 - 8°C.  
3.4.2 Protrombinski čas 
Protrombinski čas (PČ) smo izmerili s pomočjo reagenta Thromborel® S (Siemens 
Healthcare Diagnostics Product, Nemčija) na analizatorju CS-2100i. Detekcija temelji na 
optičnem merjenju nastanka strdka po tem, ko smo vzorcu plazme dodali reagent, ki vsebuje 
tkivni tromboplastin pridobljen iz humane placente in kalcijeve ione. S protrombinskim 
časom merimo ekstrinzično in skupno pot koagulacije v katero je vključena aktivnost 
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faktorjev, ki so odvisni od vitamina K (FII, FVII, FIX in X) ter FV in fibrinogena. V rutini 
se uporablja predvsem za spremljanje zdravljenja z varfarinom (antagonisti vitamina K) in 
pomanjkanju faktorjev, ki so potrebni za nastanek krvnega strdka po zunanji in notranji poti 
koagulacije. Za podajanje rezultatov PČ smo uporabili odstotek na normalno zmesno 
plazmo. 
Za notranjo kakovost kontrole PČ smo uporabili kontrolna vzorca: 
 Control Plasma N (Siemens, normalne vrednosti): stabilizirana in liofilizirana 
plazma zdravih preiskovancev v pufru HEPES (12 g/L). 
 Control Plasma P (Siemens, patološke vrednosti): stabilizirana in liofilizirana 
plazma zdravih preiskovancev v pufru HEPES (12 g/L). 
Kontrolni vzorec smo pripravili po navodilih proizvajalca in ju uporabili pred testiranjem 
vzorcev. Po analizi smo ju hranili v hladilniku do 2 dni (Control Plasma N) oz. do 5 dni 
(Control Plasma P) na 2 – 8°C. 
3.4.3 Aktiviran parcialni tromboplastinski čas  
APTČ je presejalna preiskava, ki smo jo izmerili s CS-2100i z uporabo reagenta 
Pathromtin® SL (Siemens Healthcare Diagnostics, Nemčija), ki je že pripravljen za 
uporabo. Z APTČ merimo intrinzično in skupno pot koagulacije in vseh faktorjev (FVIII, 
FIX, FXI in FXII), ki so potrebni za nastanek strdka. Uporablja se predvsem za odkrivanje 
pomanjkanja FVIII (hemofilije A) in FIX (hemofilija B), von Willebrandove bolezni ter za 
spremljanje zdravljenja z nefrakcioniranim heparinom. Detekcija temelji na merjenju 
nastanka strdka po tem, ko smo citrazni plazmi dodali kontaktni aktivator in fosfolipide 
(izvleček tkivnega tromboplastina) ter sprožili strjevanje z dodatkom kalcija. Rezultat 
podajamo v sekundah, ki so potrebne, da nastali strdek zmanjša intenziteto prepuščene 
svetlobe v kiveti. 
Za notranjo kakovost kontrole APTČ smo uporabili ista kontrolna vzorca kot za PČ. 
3.4.4 Trombinski čas 
TČ je presejalna preiskava, ki smo jo izmerili s pomočjo reagenta Test-Thrombin Reagent 
(Siemens Healthcare Diagnostics, Nemčija) na analizatorju CS-2100i. Detekcija temelji na 
optičnemu merjenju fibrinskega strdka po tem, ko smo vzorcu plazme dodali 1,5 IU/mL 
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govejega trombina, ki je omogočil pretvorbo fibrinogena v fibrin. Analizator nastali strdek 
poda kot čas do nastanka strdka, ki se meri v sekundah. S TČ spremljamo pomanjkanje 
fibrinogena, prepoznavanje hiperfibrinolize ter nadzor zdravljenja z nefrakcioniranim 
heparinom. Uporablja se kot kvalitativna preiskava za ugotavljanje prisotnosti dabigatrana 
in drugih neposrednih zaviralcev trombina.  
Za notranjo kakovost kontrole TČ smo uporabili kontrolni vzorec kot za PČ in APTČ. 
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4 STATISTIČNA OBDELAVA PODATKOV 
Za statistično obdelavo podatkov smo uporabili IBM SPSS Statistics 22 (IBM, ZDA). Pred 
začetkom statistične obdelave smo vse podatke pregledali. V primerih, da vzorcem ni bilo 
možno določiti vrednosti (nenavadna krivulja trombograma, premajhen volumen vzorca za 
analizo, dvojnik presegal CV ≥ 15%, manjkajoči ali se vzorec ni izmeril zaradi napake pri 
pipetiranju) smo zaradi bolj optimalne statistične analize vrednost izključili. 
Za določitev normalnosti porazdelitve dobljenih rezultatov smo uporabili test Kolmogorov 
– Smirnov. Če smo pri tem zavrnili ničelno hipotezo, ki predpostavlja, da se podatki 
porazdeljujejo normalno, smo pri tem uporabili neparametričen Wilcoxonov test 
predznačenih rangov (ang. Wilcoxon singed-rank test), ki nam je podal informacijo ali je 
med testiranima skupinama preiskovancev prisotna statistično značilna razlika. V primeru, 
da so se podatki porazdeljevali normalno, smo uporabili parametričen t-test dveh odvisnih 
vzorcev, ki je analog Wilcoxonovemu testu predznačenih rangov s to razliko, da ima večjo 
statistično moč. V obeh primerih smo primerjali le dve skupini med seboj.  
Na podoben način smo statistično obdelali tudi skupine vzorcev v času pričakovane največje 
(»peak«) in najmanjše (»trough«) koncentracije dabigatrana v plazmi v primerjavi s 
preiskovanci pred uvedbo AK terapije (ODV1) in po dodatku idarucizumaba (peak + I in 
trough + I). Ker smo pri tem primerjali tri skupine in če so se podatki porazdeljevali 
normalno, smo pri tem uporabili enosmerni test analize variance za ponavljajoče vzorce 
(ang. One-way ANOVA repeated measures), ki nam je podala informacijo med katerimi 
skupinami je prisotna statistično pomembna razlika. Če smo pri tem kršili predpostavko o 
homogenosti varianc, ki smo jo testirali s pomočjo Mauchlyevega testa sferičnosti smo pri 
tem uporabili Greenhouse-Geisser korekcijo. 
V primeru, da podatki niso sledili Gaussovi porazdelitvi, smo uporabili neparametričen 
Fridemanov ANOVA test. V primeru zavrnitve ničelne hipoteze, ki predpostavlja, da je med 
skupinami statistično značilna razlika, smo z uporabo post hoc Wilcoxonovega testa 
predznačenih rangov ugotavljali, med katerimi skupinami je razlika prisotna.   
Pri uporabi post hoc testov smo upoštevali Bonferronijevo korekcijo, kjer smo stopnjo 
tveganja (α) delili s število primerjav oz. skupin. Na ta način smo se izognili napaki 1. vrste, 
s katero bi povečali možnost, da zavrnemo ničelno hipotezo, ki predpostavlja, da se skupine 
med seboj ne razlikujejo, čeprav razlike so prisotne. Rezultate statistične analize smo 
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prikazali s pomočjo aritmetične sredine in standardnega odklona (povprečje ± SD) ter 
grafično s pomočjo kvantilnega diagrama z izrisom mediane, 1. in 3. kvartila ter najvišje in 
najnižje vrednosti. Pri vseh statističnih testih smo uporabili 5 odstotno stopnjo tveganja. 
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5 REZULTATI 
5.1 Vpliv dodatka idarucizumaba in vitro na presejalne koagulacijske preiskave in 
TGA 
Ker so se rezultati presejalnih koagulacijskih preiskav preiskovancev, pred uvedbo AK 
terapije (ODV1) in po dodatku idarucizumaba in vitro (ODV1+I) porazdeljevali po Gaussovi 
krivulji, smo uporabili t – test dveh odvisnih vzorcev. Rezultati statistične analize so 
pokazali, da je dodatek idarucizumaba statistično značilno zvišal tako PČ (%) (p=0,030) in 
APTČ (p=0,002). Na TČ dodatek idarucizumaba in vitro ni imel nobenega statističnega 
vpliva (p=0,416) v primerjavi z ODV1 (preglednica II). 
Preglednica II: Presejalne koagulacijske preiskave pred in po dodatku idarucizumaba in vitro. 
koagulacijske preiskave ODV1 ODV1 + I p 
PČ (%) 90,8 ± 9,0 95,8 ± 11,7 0,030 
APTČ (s) 33,2 ± 2,4 34,8 ± 2,7 0,002 
TČ (s) 16,7 ± 1,3 16,8 ± 1,0 0,416 
PČ = protrombinski čas, APTČ  = aktiviran parcialni tromboplastinski čas, TČ = trombinski čas, ODV1 = 
vzorci plazme preiskovancev pred uvedbo AK terapije, ODV1 + I = vzorci plazme preiskovancev pred uvedbo 
AK terapije z dodanim idarucizumabom, p = statistična značilnost za parni t-test. 
 
Pri primerjavi spremenljivk TGA je bila statistično značilna razlika prisotna pri vseh 
parametrih (preglednica III). Pri tem sta bili statistično nižji spremenljivki po dodatku 
idarucizumaba faza mirovanja (p=<0,0001) in čas do trombinskega vrha (p=0,005), 
medtem, ko sta trombinski vrh (p=0,001) in površina pod krivuljo (p=<0,0001) statistično 
pomembno višji kot pred uvedbo AK terapije (ODV1). 
Preglednica III: Spremenljivke TGA pred in po dodatku idarucizumaba in vitro. 
spremenljivke ODV1 ODV1 + I p 
faza mirovanja (min) 17,1 ± 3.3 16,0 ± 3,0 < 0,0001 
trombinski vrh (nM) 202,3 ± 80,7 230,6 ± 89,1 0,001 
čas do trombinskega vrha (min) 24,5 ± 4,7 23,1 ± 3,9  0,005 
površina po krivuljo (nM x min) 3425 ± 685 3928 ± 619 < 0,0001 
ODV1 = vzorci plazme preiskovancev pred uvedbo AK terapije, ODV1 + I = vzorci plazme preiskovancev 
pred uvedbo AK terapije z dodanim idarucizumabom, p = statistična značilnost za parni t-test. 
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Iz pridobljenih statističnih rezultatov lahko sklepamo, da dodatek idarucizumaba in vitro 
preiskovancem pred uvedbo AK terapije (ODV1) povzroči povečano nagnjenost krvi k 
strjevanju, kar se kaže kot skrajšana faza mirovanja in čas do trombinskega vrha ter višji 
trombinski vrh in površina pod krivuljo (slika 9). 
 
Slika 9: Tipičen trombogram pred (modra črta) in »po dodatku« (črna) idarucizumaba »dodan« plazmi 
preiskovancem pred uvedbo AK terapije. 
5.2 Vpliv dabigatrana na protrombinski čas, aktiviran parcialni tromboplastinski 
čas in TGA 
Rezultati statistične analize so pokazali, da je dabigatran statistično pomembno znižal PČ 
(%) (p=<0,0001) in podaljšal APTČ (p=<0,0001) v primerjavi s preiskovanci pred uvedbo 
AK terapije (ODV1) (preglednica IV). Meritev TČ nismo izvedli, ker so le – te  nemerljive 
( > 150 s) že pri nizkih koncentracijah dabigatrana v krvi preiskovancev. 
Preglednica IV: Koagulacijski preiskavi pred in na terapiji z dabigatranom. 
koagulacijski preiskavi ODV1 DABI p 
PČ (%) 90,8 ± 9,0 65,4 ± 1,0 < 0,0001 
APTČ (s) 33,2 ± 2,4 62,1 ± 11,2 < 0,0001 
PČ = protrombinski čas, APTČ = aktiviran parcialni tromboplastinski čas ODV1 = vzorci plazme 
preiskovancev pred uvedbo AK terapije, DABI = vzorci plazme z dabigatranom, p = statistična značilnost za 
parni t-test. 
Spremljanje TGA je pokazalo, da je prisotna statistično pomembna razlika pri vseh 
spremenljivkah, razen pri trombinskem vrhu (preglednica V). 
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Preglednica V: Spremenljivke TGA pred in na terapiji z dabigatranom. 
spremenljivke ODV1 DABI p 
faza mirovanja (min) 17,1 ± 3.3 36,3 ± 6,4 < 0,0001 
trombinski vrh (nM) 202 ± 81 201 ± 81  0,967 
čas do trombinskega vrha (min) 24,5 ± 4,7 43,8 ± 7,3 < 0,0001 
površina pod krivuljo (nM x min) 3425 ± 685 2143 ± 867 < 0,0001 
ODV1 = vzorci plazme preiskovancev pred uvedbo AK terapije, DABI = vzorci plazme z dabigatranom, p = 
statistična značilnost za parni t-test. 
Iz preglednice V je razvidno, da je sta spremenljivki faza mirovanja (p=<0,0001) in čas do 
trombinskega vrha (p=<0,0001) statistično višji pri plazmi DABI v primerjavi s plazmo 
ODV1 (slika 10 A in C). Dabigatran ni imel nobenega statističnega vpliva na trombinski 
vrh (slika 10 B, p=0,967), medtem, ko je bila površina pod krivuljo (p<0,0001) statistično 
nižja pri plazmi DABI (slika 10 D). 
 
Slika 10: Spremljanje TGA v plazmi ODV1 in plazmi DABI. 
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5.3 Vpliv dodatka idarucizumaba in vitro na presejalne koagulacijske preiskave in 
TGA v vzorcih z dabigatranom  
Rezultati presejalnih koagulacijskih preiskav pri ODV1, ODV1 + I ter DABI + I so se 
porazdeljevali normalno, zato smo za testiranje razlik med njimi uporabili enosmerni test 
analize variance za ponavljajoče vzorce. Rezultati statistične analize so pokazali, da dodatek 
idarucizumaba nima nobenega statističnega vpliva na TČ (p=0,542) v primerjavi s plazmami 
ODV1, ODV1+I in DABI+I. Pri APTČ (p=0,006) in PČ (%) (p=0,004) je dodatek 
idarucizumaba vzorcem plazme z dabigatranom statistično značilno zvišal vrednosti v 
primerjavi s preiskovanci pred uvedbo AK terapije medtem, ko med skupinama z dodanim 
idarucizumabom ni bilo statistično značilne razlike (preglednica VI). 
Preglednica VI: Presejalne koagulacijske preiskave pred in po dodatku idarucizumaba in vitro vzorcem 
plazme pred in med terapijo z dabigatranom. 
koagulacijske preiskave ODV1 ODV1 + I DABI + I p 
PČ (%) 90,8 ± 9,0 95,8 ± 11,7 95,3 ± 11,5 0,031 
APTČ (s) 33,2 ± 2,4 34,8 ± 2,7 34,5 ± 3,1 0,005 
TČ (s) 16,7 ± 1,3 16,8 ± 1,0 16,6 ± 0,7 0,542 
PČ = protrombinski čas, APTČ = aktiviran parcialni tromboplastinski čas, TČ = trombinski čas, ODV1 = vzorci 
plazme preiskovancev pred uvedbo AK terapije, ODV1 + I = vzorci plazme preiskovancev pred uvedbo AK 
terapije z dodanim idarucizumabom, DABI + I = vzorci preiskovancev z dabigatranom in dodanim 
idarucizumabom, p = statistična značilnost enosmernega testa analize variance za ponavljajoče vzorce. 
TGA je bilo primerljivo med vzorci plazme ODV1 + I in vzorci plazme DABI + I 
(preglednica VII). 
Preglednica VII: TGA v plazmi pred uvedbo AK terapije (ODV1), po dodatku idarucizumaba in vitro (ODV1 + 
I) in v plazmi z dabigatranom po dodatku idarucizumaba in vitro (DABI + I). 
spremenljivke ODV1 ODV1 + I DABI + I p 
faza mirovanja (min) 17,1 ± 3,3 16,0 ± 3,0 15,7 ± 2,8 <0,0001 
trombinski vrh (nM) 202 ± 81 231 ± 89 272 ± 65 <0,0001 
čas do trombinskega vrha (min) 24,5 ± 4,7 23,1 ± 3,9 22,0 ± 3,6 0,003* 
površina pod krivuljo (nM x 
min) 
3425± 685 3928 ± 619 4160 ± 8495 <0,0001 
ODV1 = vzorci plazme preiskovancev pred uvedbo AK terapije, ODV1 + I = vzorci plazme preiskovancev 
pred uvedbo AK terapije z dodanim idarucizumabom, DABI + I = vzorci preiskovancev z dabigatranom in 
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dodanim idarucizumabom, p = statistična značilnost enosmernega testa analize variance za ponavljajoče 
vzorce, p* = statistična značilnost za Fridemanov ANOVA test. 
Vzorci preiskovancev z dabigatranom in dodanim idarucizumabom je statistično znižal fazo 
mirovanja (p<0,0001), ter statistično zvišal trombinski vrh (p=0,002) in površino pod 
krivuljo (p<0,0001) v primerjavi s plazmo ODV1 (slika 11 A, B in D). Ker se je pri TGA 
spremenljivka čas do trombinskega vrha ni porazdeljevala normalno, smo uporabili 
neparametričen Fridamanov ANOVA test. S pomočjo post hoc analize smo ugotovili, da je 
dodatek idarucizumaba in vitro povzročil statistično nižji čas do trombinskega vrha 
(p*=0,001) v primerjavi s plazmo ODV1 (slika 11 C*).  
 
Slika 11: Spremljanje TGA v plazmi ODV1, ODV1 + I in DABi + I. 
5.4 Vpliv dodatka idarucizumaba na TGA pri pričakovani najvišji koncentraciji 
dabigatrana  
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V vzorcih DABI s pričakovano največjo (peak) koncentracijo dabigatrana je bilo TGA 
statistično značilno višje pri fazi mirovanja (p*=<0,0001) in času do trombinskega vrha 
(p=<0,0001), ter statistično nižje pri površini pod krivuljo (p=<0,0001) in trombinskem 
vrhu (p=<0,0001) v primerjavi s plazmo ODV1 (preglednica VIII). 
Kot je razvidno iz preglednice VIII je dodatek idarucizumaba in vitro povzročil statistično 
pomembno razliko pri vseh spremenljivkah TGA. 
Preglednica VIII: TGA v plazmi pred uvedbo AK terapije (ODV1), v času največje (peak) koncentracije 
dabigatrana v plazmi preiskovancev in v plazmi z dabigatranom po dodatku idarucizumaba in vitro (peak + 
I). 
spremenljivke ODV1 peak peak + I p 
faza mirovanja (min) 17,1 ± 3.3 37,3 ± 9,0 15,6 ± 3,1 <0,0001* 
trombinski vrh (nM) 202± 81 184 ± 93 280 ± 78 <0,0001 
čas do trombinskega vrha 
(min) 
24,5 ± 4,7 44,0 ± 9,3 21,6 ± 4,0 <0,0001 
površina pod krivuljo (nM 
x min) 
3425 ± 685 1906 ± 1054 4223 ± 563 <0,0001 
ODV1 = vzorci plazme preiskovancev pred uvedbo AK terapije, peak = vzorci preiskovancev odvzeti v času 
najvišje koncentracije dabigatrana v plazmi, peak + I = vzorci preiskovancev odvzeti v času najvišje 
koncentracije dabigatrana v plazmi z dodanim idarucizumabom, p = statistična značilnost enosmernega testa 
analize variance za ponavljajoče vzorce, p* = statistična značilnost za Fridemans's ANOVA test. 
Z uporabo Wilcoxonovega testa predznačenih rangov in Bonfferonijevo korekcijo smo 
ugotovili, da je dodatek idarucizumaba statistično značilno znižal spremenljivko fazo 
mirovanja (p*=<0,006) (slika 12 A*) v primerjavi s plazmo ODV1 in peak.  
Ker so se rezultati pri trombinskem vrhu, času do trombinskega vrha in površino pod 
krivuljo porazdeljevali normalno, smo kot parametričen test uporabili ANOVA za 
ponavljajoče vzorce. Ker smo pri tem kršili predpostavko o homogenosti varianc smo 
preverjanje hipoteze testirali s pomočjo Mauchlyevega testa sferičnosti in pri tem uporabili 
Greenhouse-Geisser korekcijo, ki nam je podala informacijo, da je med vzorci plazme 
ODV1, vzorci peak in po dodatku idarucizumaba (peak + I) statistično pomembna razlika 
(preglednica VIII). Z uporabo post hoc testa in Bonfferonijevo korekcijo smo ugotovili, da 
je dodatek idarucizumaba in vitro povzročil statistično značilno višji trombinski vrh 
(p=<0,0001) in površino pod krivuljo (p<0,0001) v primerjavi z vzorci ODV1 in peak (slika 
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12 B in D). Pri spremenljivki čas do trombinskega vrha (p<0,0001) je idarucizumab 
povzročil statistično nižjo vrednost v primerjavi ODV1 in peak (slika 12 C). 
 
Slika 12: Spremljanje TGA v plazmi ODV1, peak in peak + I.  
5.5 Vpliv dodatka idarucizumaba na TGA pri pričakovani najnižji koncentraciji 
dabigatrana v plazmi preiskovancev 
Pri testiranju spremenljivk v času pričakovane najnižje (trough) koncentracije dabigatrana v 
plazmi smo s pomočjo parametrične ANOVE za ponavljajoče vzorce ugotovili, da je 
obstajala statistično pomembna razlika pri spremenljivkah faza mirovanja, čas do 
trombinskega vrha in površine pod krivuljo. Do podobnih ugotovitev smo prišli tudi s 
pomočjo Fridemanovega ANOVA testa pri spremenljivki trombinski vrh (preglednica IX). 
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Preglednica IX: TGA v plazmi pred uvedbo AK terapije (ODV1), v času najnižje (trough) koncentracije 
dabigatrana v plazmi preiskovancev in v plazmi z dabigatranom po dodatku idarucizumaba in vitro (trough+ 
I). 
spremenljivke ODV1 trough trough+ I p 
faza mirovanja (min) 17,1 ± 3,3 34,2 ± 7,4 15,7 ± 2,9 <0,0001 
trombinski vrh (nM) 202 ± 81 214 ± 778 261 ± 69 <0,0001* 
čas do trombinskega vrha 
(min) 
24,5 ± 4,7 41,6 ± 8,9 22,3 ± 4,2 <0,0001 
površina pod krivuljo (nM 
x min) 
3425 ± 685 2360± 996 4060 ± 586 <0,0001 
ODV1 = vzorci plazme preiskovancev pred uvedbo AK terapije, trough = vzorci preiskovancev v času najnižje 
koncentracije dabigatrana v plazmi, trough + I = vzorci preiskovancev v času najnižje koncentracije 
dabigatrana v plazmi z dodanim idarucizumabom, p = statistična značilnost enosmernega testa analize variance 
za ponavljajoče vzorce, p* = statistična značilnost za Fridemanov ANOVA test. 
Dodatek idarucizumaba je pri spremenljivkah faza mirovanja (p=0,006) in čas do 
trombinskega vrha (p=0,011) povzročil statistično nižje vrednosti v primerjavi s plazmo 
ODV1 in vzorci plazme odvzete v času najnižje (trough) koncentracije dabigatrana v plazmi 
(slika 13 A in C). Pri spremenljivki trombinski vrh (p*=<0,001) je dodatek idarucizumaba 
povzročil statistično višje vrednosti v primerjavi s plazmo ODV1 in vzorci plazme odvzeti 
v času najnižje (trough) koncentracije dabigatrana v plazmi (slika 13 B*). Idarucizumab je 
statistično zvišal  površino pod krivuljo (p=<0,0001) v primerjavi s plazmo ODV1 in vzorci 
trough (slika 13 D). 
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Slika 13: Spremljanje TGA v plazmi ODV1, trough in trough + I. 
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6 RAZPRAVA 
V prvem delu raziskave smo z presejalnimi koagulacijskimi preiskavami (PČ, APTČ in TČ) 
in s pomočjo TGA testirali učinek idarucizumaba dodanega in vitro na strjevanje krvi. 
S PČ smo po dodatku idarucizumaba in vitro izmerili rahel hiperkoagulabilni učinek, ki se 
kaže kot statistično višja vrednost PČ podana relativno na normalno zmesno plazmo (%) in 
s tem krajši koagulacijski čas v primerjavi s preiskovanci pred uvedbo AK terapije (ODV1) 
(preglednica II). Na presejalno koagulacijsko preiskavo APTČ je dodatek idarucizumaba in 
vitro povzročil statistično značilno podaljšan APTČ v primerjavi z vzorci pred AK terapijo, 
kar nakazuje na rahlo hipokoagulabilnost. Vzrok za podaljšan APTČ je lahko posledica 
shranjevanje vzorca pri – 70 °C v primerjavi s svežimi vzorci plazme, pri čemer najbolj 
izstopata termolabilna koagulacijska faktorja FVIII in FV. Podobno z našimi ugotovitvami 
navaja tudi vir (2), kjer so dokazali, da se podaljšanju APTČ-ja pri -70 °C izognemo z analizo 
vzorcev v času šestih mesecev po shranjevanju, ko je plazma še dovolj stabilna. Dodatek 
idarucizumaba in vitro na TČ ni imel nobenega statističnega vpliva (preglednica II). 
Dobljeni rezultati so v nasprotju s tistimi, ki jih navajata druga vira (5, 20), pri katerih 
dodatek idarucizumaba in vitro v plazmi zdravih preiskovancev ni imel nobenega vpliva na 
presejalne koagulacijske preiskave. Razlog za to odstopanje lahko pripišemo uporabljeni 
različni kombinaciji reagenta in analizatorja za določitev PČ in APTČ, ki sta lahko manj 
občutljiva na rahel hiperkoagulabilni ali hipokoagulabilni učinek (16, 22, 27). Našim 
vzorcem smo APTČ izmerili s pomočjo analizatorja CS-2100i z uporabljenim reagentom 
Pathromtin® SL, ki kot aktivator kontaktne faze uporablja delce silicijeva dioksida, ki so 
bolj občutljivi medtem, ko pri viru (20) uporabljajo analizator ACL-TOP700 s kombinacijo 
reagenta Synth ASil®, ki kot aktivator uporablja elagično kislino. Kot navaja literatura (22), 
je občutljvost reagenta APTČ odvisna od količine fosfolipidov v reagentu in vrste aktivatorja 
(silika, kaolin, elagična kislina), zato rezultatov, ki so pridobljeni z različnimi reagenti in 
analizatorji ne moremo neposredno primerjati.  
Pri podajanju rezultatov PČ so uporabili sekunde, ki niso standardizirane za primerjavo med 
laboratoriji. Uporabljeni tromboplastini (živalski, humani, rekombinantni) pri določitvi PČ 
so različno občutljivi na zmanjšano aktivnost posameznih koagulacijskih faktorjev in so 
odvisni od načina priprave in vsebine fosfolipida. PČ, ki je v naši raziskavi izmerjen s 
pomočjo reagenta Thromborel® S, vsebuje tkivni tromboplastin pridobljen iz humane 
placente, medtem, ko pri viru (20) uporabljajo bolj občutljiv reagent RecombiPlasTin® 2G, 
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ki vsebuje rekombinantni tkivni faktor v fosfolipidnih mešičkih. Rezultate PČ med 
laboratoriji lahko poenotimo z uporabo mednarodnega umerjenega razmerja (INR), ki je 
odvisen od indeksa občutljivosti (ISI, International Sensitivity Index) uporabljenega 
tromboplastina glede na referenčni tromboplastin, ki je pridobljen iz človeških možganov 
(27, 28). Pri tem velja, da višja, kot je vrednost ISI, manjša je občutljivost tromboplastina 
(27). S tem omogočimo poenotenje rezultatov med laboratoriji, ki pa je standardizirano le 
za spremljanje AK zdravljenja s kumarini (antagonisti vitamina K) in ne za NO-AK. Kot pri 
PČ je tudi APTČ slabo standardiziran za primerjavo med laboratoriji, zato rezultatov ne 
moremo neposredno primerjati med različnimi analizatorji in reagenti. 
Obenem pa nam koagulacijski časi dajejo le informacijo o zmerni in hudi 
hipokoagulabilnosti, ki se zgodi le na začetku tvorjenja trombina (13). Ti rezultati tako ne 
dajejo vpogleda v celoten nastanek trombina z vključujočo amplifikacijo in propagacijo 
trombina, saj z njimi merimo le čas do nastanka strdka, ki ustreza le začetni fazi, ko je 
tvorjenega le 5% trombina medtem, ko nastajanje trombina in fibrina še vedno poteka (13, 
26). S presejalnimi koagulacijskimi preiskavami lažje prepoznavamo pomanjkanje 
koagulacijskih faktorjev po intrinzični (APTČ), ekstrinzični (PČ) ali skupni (TČ) poti, 
vendar nam ne dajejo dovolj dobrih informacij o sočasni pomanjkljivosti zaviralcev 
koagulacije, saj ne omogočajo popolne aktivacije sistema APC-PS katerih aktiviranje 
zahteva zadostno količino trombomodulina (26).  
S pomočjo TGA smo ugotovili, da sta parametra faza mirovanja in čas do trombinskega 
vrha statistično nižja po dodatku idarucizumaba in vitro v primerjavi s preiskovanci pred 
uvedbo AK terapije (ODV1) (preglednica III). To nakazuje na rahel, vendar statistično 
pomemben hiperkoagulabilni učinek, ki ga povzroči dodatek idaruacizumaba. Drugi viri (22, 
29, 30) navajajo, da dodatek idarucizumaba vzorcem normalne plazme ne povzroča 
hiperkoagulabilnega učinka. Nasprotne rezultate lahko pojasnimo s tem, da so uporabili 
vzorce plazme, ki so jim in vitro dodali dabigatran in kot nevtralizacijsko sredstvo uporabili 
idarucizumab ali adsorbent (DOAC-STOP™), ki je izničil učinek dabigatrana. Naša 
raziskava vključuje ex vivo vzorce bolnikov, ki prejemajo dabigatran, ki smo jim nato dodali 
idarucizumab in vitro. Pri parametrih trombinski vrh in površino pod krivuljo lahko 
opazimo statistično značilno višje vrednosti po dodatku idarucizumaba in vitro v primerjavi 
s preiskovanci pred uvedbo AK terapije (ODV1). Dodatek idarucizumaba je statistično 
zvišal vrednosti obeh parametrov, čeprav druga vira (5, 29) navajata, da dodatek antidota 
33 
 
nima nobenega vpliva na omenjena parametra. Morda je razlog v podobnosti vezavnega 
mesta idarucizumaba s katalitičnim mestom trombina, kar povečuje možnost, da bi 
idarucizumab lahko posnemal njegovo delovanje in s tem zvišal trombinski vrh in površino 
pod krivuljo s cepitvijo fluorogenega substrata. Vendar pa vir (5) navaja, da idarucizumab 
navkljub svoji podobnosti vezavnega mesta s katalitičnim mestom trombina ne veže 
substratov s katerimi reagira trombin. Nasprotne rezultate z viroma (15, 30) lahko pojasnimo 
z uporabljeno drugo metodo TGA. V naši raziskavi smo uporabili Technoclone-vo metodo 
pri katetri se kot kalibrator uporablja znana koncentracija trombina v pufru, ki ga ustrezno 
redčimo in napravimo umeritveno krivuljo (eksterni standard). Meritev smo opravili ločeno 
od meritve vzorca in s tem dosegli, da se intenzivnost fluorescence (RFU), ki se meri in je 
sorazmerna aktivnosti trombina, pretvori s pomočjo programske opreme v koncentracijo 
(nM) nastalega trombina v plazmi vzorcev. 
Pri raziskavi (30) uporabljajo Hemkerjevo metodo (CAT), pri kateri se kot interni kalibrator 
uporablja kompleks α2-makroglobulin-trombin, ki vsebuje znano koncentracijo trombina 
vezanega na α2-makroglobulin. Kot navajata vira (26, 31), je prednost uporabljenega 
kompleksa kot internega kalibratorja v njegovi neobčutljivosti na zaviralce koagulacije. 
Vzorec je razdeljen na dva alikvota pri čemer tvorjenje trombina spremljamo sočasno s 
pomočjo primerjave fluoresenčnega signala iz vzorca (trombin in α2-makroglobulin-
trombin) in iz kalibratorja (α2-makroglobulin-trombin), ki ga dodamo neposredno v dvojnik 
iste plazme, kar omogoča izračun koncentracije trombina v vsaki točki procesa koagulacije 
(25). Vsaka meritev vzorca se tako primerja vzporedno z znano aktivnostjo trombina v 
kalibracijskem vzorcu. 
Pri tem je potrebno upoštevati, da se med tvorjenjem trombina v vzorcih del trombina veže 
v kompleks z α2-makroglobulinom, ki prispeva k cepitvi fluorogenega substrata ter daje 
lažno previsoke vrednosti površine pod krivuljo in trombinskega vrha. Hemkerjeva metoda 
zato uporablja korekcijski algoritem, kjer kompleks α2-makroglobulin-trombin, ki se tvori v 
vzorcih poleg trombina in prispeva k cepitvi fluorogenega substrata, odšteje od celotnega 
fluorescenčnega signala, s čimer dobimo le aktivnost prostega trombina (13, 15, 30). Pri 
uporabljeni Technoclone-ovi metodi omenjene korekcije ni in tako dobimo lažno višje 
vrednosti trombinskega vrha in površine pod krivuljo (34). Nepričakovane rezultate v naši 
raziskavi lahko pripišemo tudi uporabljeni višji koncentraciji tkivnega faktorja, ki pripomore 
k zvišani tvorbi trombina v primerjavi z Hemkerjevo metodo, kjer uporabljajo za aktivacijo 
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koagulacije nižje koncentracije tkivnega faktorja. Kot navaja literatura (30), je pri visokih 
koncentracijah uporabljenega tkivnega faktorja omogočena hitrejša tvorba trombina in s tem 
posledično zvišan trombinski vrh in površina pod krivuljo. Na podlagi pridobljenih 
rezultatov lahko hipotezo H1 le delno potrdimo, saj dodatek idarucizumaba in vitro plazmam 
preiskovancem pred uvedbo AK terapije ni imel vpliva na preiskavo TČ. Idarucizumab je 
statistično značilno podaljšal APTČ in zvečal trombinski vrh, površino pod krivuljo, ter 
statistično skrajšal PČ in znižal fazo mirovanja in čas do trombinskega vrha. 
Pri vzorcih plazme z dabigatranom smo dobili podaljšane koagulacijske čase (PČ in APTČ) 
v primerjavi s preiskovanci pred uvedbo AK terapije (ODV1) (preglednica IV). Dobljeni 
rezultati so pričakovani, saj dabigatran s svojim zaviralnim učinkom na trombin podaljša čas 
do nastanka strdka, ki se pri koagulacijskih časih poda kot rezultat izražen v sekundah. Tudi 
v drugih raziskavah sta se APTČ in PČ podaljševala z višanjem koncentracije dabigatrana v 
plazmi preiskovancev (2, 20, 32). Nekateri viri navajajo, da vrednost APTČ linearno narašča 
le do koncentracije 200 – 300 ng/mL dabigatrana v krvi, nato pa doseže plato, kjer se ne 
spreminja več (2, 16). Kot navaja vir (2), se APTČ lahko uporabi le kot pomoč pri 
kvalitativni oceni AK učinka dabigatrana, vendar pa je manj primeren za natančno 
kvantitativno oceno pri visokih vrednostih dabigatrana. Pri presejalnem koagulacijskem času 
PČ raziskava (16) navaja, da je podaljšan le, ko koncentracija dabigatarana preseže 400 
ng/mL, medtem, ko je vrednost PČ lahko v referenčnih mejah v terapevtskih koncentracijah 
dabigatrana. Razlike pri rezultatih koagulacijskih časov na prisotnost dabigatrana v plazmi 
preiskovancev lahko pripišemo različni občutljivosti uporabljenih reagentov na prisotnost 
zaviralcev koagulacije in uporabljenem analizatorju. Natančno kvalitativno oceno AK 
učinka dabigatrana nam daje le TČ, ki je najbolj občutljiv na prisotnost dabigatrana. 
Nemerljivo vrednost TČ lahko zaznamo že pri koncentracijah 25 ng/mL dabigatrana v krvi 
(16). Koncentracija dabigatrana, pri katerih postane TČ nemerljiv, ni natančno določena in 
je odvisna od uporabljenega reagenta, ki vsebujejo različne koncentracije trombina. Zato TČ 
ne moremo uporabljati za spremljanje učinka dabigatrana v plazmi preiskovancev, vendar 
pa z njim lahko zagotovo izključimo prisotnost zaviralcev trombina, kadar je v referenčnih 
mejah.  
Pri vzorcih plazme z dabigatranom smo s pomočjo spremenljivk TGA ugotovili, da 
dabigatran z zaviranjem trombina značilno podaljšuje fazo mirovanja in čas do 
trombinskega vrha (slika 10 A in C). Dobljeni rezultati so pričakovani, saj dabigatran s 
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svojim AK učinkom povzroči zakasnjen čas do nastanka trombina. Podobne rezultate 
navajata tudi literaturi (30, 33), kjer sta se faza mirovanja in trombinski vrh z višanjem 
koncentracije dabigatrana v plazmi bolnikov zviševala. Na trombinski vrh dabigatran ni 
imel nobenega statističnega vpliva v primerjavi s preiskovanci pred uvedbo AK terapije 
(ODV1) (preglednica V). Pri tem smo pričakovali, da bo AK učinek dabigatrana povzročil 
znižanje maksimalne koncentracije trombina, saj njegov AK učinek temelji na zaviranju 
nastanka trombina. Učinek dabigatrana na spremenljivko površino pod krivuljo, ki 
predstavlja celoten nastali trombin v 60-ih minutah se je ob prisotnosti idarucizumaba in 
vitro pričakovano znižal (slika 10 D). Nasprotne rezultate navaja vir (33), kjer so izmerili 
normalen trombinski vrh in površino pod krivuljo po dodatku dabigatrana, čeprav se 
pričakuje, da so vrednosti nižje. Razlike lahko pripišemo drugačni pripravi vzorcev, katerim 
so dodali dabigatran in vitro, medtem, ko so naši vzorci testirani na ex vivo bolnikih. V eni 
izmed raziskav (30), kjer so zajeli 63 bolnikov med terapijo z dabigatranom in uporabili 
Hemkerjevo metodo TGA, so pri tem dobili nepričakovano zvišan trombinski vrh in 
površino pod krivuljo, čeprav se pričakuje znižanje obeh spremenljivk. Vzrok za zvišanje 
omenjenih spremenljivk so pri Hemkerjevi metodi pripisali uporabljenemu internemu 
kalibratorju (kompleks α2-makroglobulin-trombin), ki je dodan neposredno k vzorcu in je 
ob prisotnosti dabigatrana zavrt, kar ima za posledico nižji fluorescenčni signal kalibratorja 
in posledično višje vrednosti trombinskega vrha in površine pod krivuljo. V naši raziskavi 
smo uporabili kalibrator (trombin v pufru), pri čemer smo umeritveno krivuljo pripravili 
ločeno od meritve vzorca ter izmerili fluorescenčni signal (AMC). Dodaten razlog za visoke 
vrednosti trombinskega vrha in površine pod krivuljo pri Hemkerjevi metodi pojasnjujeta 
vira (15, 30), ki uporablja korekcijski algoritem s pomočjo katerega se upošteva le aktivnost 
prostega trombina. Ker pri tem ni upoštevano, da dabigatran zavira tudi nastali kompleks α2-
makroglobulin-trombin, ki se tvori v vzorcih, je pri izračunu le prostega trombina odšteta 
premajhna količina kompleksa, kar ima za posledico višji fluorescenčni signal in višje 
vrednosti površine pod krivuljo in trombinskega vrha. Zaradi omenjenih razlik obe 
spremenljivki pri Hemkerjevi metodi ne odražata pravilnega AK učinka dabigatrana.  
Da bi ugotovili ali dodatek fiksne koncentracije idarucizumaba in vitro omogoča popolno 
nevtralizacijo presejalnih koagulacijskih preiskav (PČ, APTČ in TČ), smo pri vzorcih z 
dabigatranom dodali idarucizumab in vitro ter izmerili koagulacijske čase. Dodatek 
idarucizumaba vzorcem plazme, ki vsebujejo dabigatran, je popolnoma nevtraliziral AK 
učinek dabigatrana, ki pa ni primerljiv s preiskovanci pred uvedbo AK terapije (ODV1), 
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razen pri TČ, ki je najbolj občutljiv na prisotnost dabigatrana (preglednica VI). V raziskavah 
(5, 20), kjer so testirali ali lahko z dodatkom idarucizumaba in vitro pri bolnikih, ki prejemajo 
dabigatran, popolnoma izničijo AK učinek, so ugotovili, da je prišlo do nevtralizacije vseh 
koagulacijskih časov (PČ, APTČ in TČ), ki pa so bile primerljivi z vrednostmi pred AK 
terapijo. Slabo primerljivost koagulacijskih časov PČ in APTČ lahko pripišemo uporabi 
različnih enot za podajanje PČ (% in sek), ki so med laboratoriji neprimerljivi, če niso 
standardizirani. Hkrati je potrebno pri tem upoštevati tudi, da so reagenti za določitev PČ z 
visokimi vrednostmi ISI bistveno manj občutljivi in dajejo posledično nižje rezultate PČ v 
primerjavi z reagenti, ki vsebujejo tromboplastine z nižjimi vrednostmi ISI (Thromborel® 
S) (32). Razliko v rezultatih lahko pojasnimo tudi z različno analitsko občutljivostjo 
uporabljenega analizatorja, ki vpliva na podajanje rezultatov, vrste in načina priprave 
fosfolipida, različnih dodatkov, ki jih reagent vsebuje (npr. stabilizatorji) in vira 
uporabljenega tromboplastina (humani, živalski, rekombinantni) (27, 32, 35). Vrednost TČ 
nam z visoko negativno napovedno vrednostjo zagotavlja odsotnost dabigatrana v plazmi 
preiskovanca, kadar je v mejah referenčnih vrednosti, kar smo potrdili z dodatkom 
idarucizumaba in vitro.  
Pri testiranju TGA smo ugotovili, da je dodatek idarucizumaba in vitro pri bolnikih, ki so na 
terapiji z dabigatranom, ni le omogočil nevtralizacije faze mirovanja in časa do 
trombinskega vrha, ampak ga je statistično znižal, kar nakazuje na rahel hiperkoagulabilni 
učinek idarucizumaba (slika 11 A in C*). Medtem, ko sta trombinski vrh in površina pod 
krivuljo po dodatku idarucizumaba višja, čeprav smo pričakovali, da bodo vrednosti 
primerljive s preiskovanci pred uvedbo AK terapije (ODV1) (slika 11 B in D). Eden od 
razlogov bi lahko bil, da dodatek idarucizumaba v manjši meri pripomore k večji cepitvi 
flurogenega substrata in s tem posledično vodi k višjim vrednostim trombinskega vrha in 
površine pod krivuljo pri skupini bolnikov, ki so na terapiji z dabigatranom in prejeli 
idarucizumab in vitro. Rezultati dobljene statistične analize niso v skladu z literaturo (19), 
saj idarucizumab navkljub svoji strukturni podobnosti vezavnega mesta z aktivnim mestom 
trombina nima encimske aktivnosti in se tako ne veže s substrati, ki jih katalizira trombin. 
Vendar literaturi (12, 19) navajata, da bi idarucizumab lahko zaradi svoje vezavne 
podobnosti s trombinom omogočal encimsko aktivnost trombina na fiziološke substrate, 
vendar je bila ta možnost izključena z študijami in vitro. Vzrok za prisotne razlike bi bilo 
potrebno pojasniti z dodatnimi raziskavami. Hipotezo H2, kjer smo navedli, da lahko z 
dodatkom idarucizumaba in vitro vzorcem plazme bolnikov, ki so na na terapiji z 
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dabigatranom, popolnoma nevtraliziramo učinek dabigatrana le delno potrdili. Z dodatkom 
idarucizumaba in vitro smo omogočili ne le nevtralizacije PČ, APTČ, TČ, faze mirovanja in 
časa do trombinskega vrha, ampak smo jih tudi statistično značilno skrajšali oz. znižali v 
primerjavi s preiskovanci pred uvedbo AK terapije. Dodatek idarucizumaba in vitro je pri 
spremenljivkah trombinski vrh in površino pod krivuljo ni le povzročil nevtralizacije, ampak 
ju je zvišal v primerjavi z ODV1.  
 
V raziskavi smo želeli testirati ali lahko z fiksnim odmerkom idarucizumaba nevtraliziramo 
različne koncentracije dabigatrana v plazmi preiskovancev. Rezultati spremenljivk v času 
pričakovane najvišje in najnižje koncentracije dabigatrana v plazmi preiskovancev so 
pokazale podobne ugotovitve kot pri bolnikih med terapijo z dabigatranom, katerim smo 
dodali idarucizumab in vitro. Dodatek antidota je omogočil nevtralizacijo faze mirovanja 
(slika 12 A* in 13 A) in časa do trombinskega vrha (slika 12 C in 13 C), vendar ju je znižal 
v primerjavi z vzorci, ki niso na AK terapiji (ODV1). Medtem, ko dodatek idarucizumaba v 
času najvišje in najnižje koncentracije dabigatrana povzročil nepričakovano zvišanje 
trombinskega vrha (slika 12 B in 13 B*) in površine pod krivuljo (slika 12 D in 13 D). 
Razlog k temu lahko pripišemo ugotovitvam, ki jih navaja literatura (19), da naj bi imel 
idarucizumab rahlo katalitično aktivnost trombina in bi lahko s cepitvijo fluorogenega 
substrata zvišal trombinski vrh. Drug razlog lahko pripišemo temu, da pri Technoclone-ovi 
metodi, ki je bila uporabljena v naši raziskavi, k fluorescenčnemu signalu prispeva tudi 
kompleks α2-makroglobulinom-trombin, ki posledično daje višje rezultate površine pod 
krivuljo. Kot navaja vir (31), so vrednosti za površino pod krivuljo pri Technoclone-ovi 
metodi lahko za 20 % višje kot pri ostalih metodah TGA, ker ni korekcije nastalega 
kompleksa (α2-makroglobulin-trombin), ki ne aktivira koagulacije, vendar lahko prispeva k 
cepitvi fluorogenega substrata. Hipotezo H3, ki navaja, da za nevtralizacijo širokega razpona 
koncentracije dabigatrana zadostuje fiksni odmerek idarucizumaba, potrdimo le delno. Pri 
testiranju vzorcem smo ugotovili, da je dodatek idarucizumaba in vitro ni le omogočil 
nevtralizacije faze mirovanja in časa do trombinskega vrha, ampak ju je statistično znižal v 
primerjavi z ODV1. Spremenljivki trombinski vrh in površina pod krivuljo sta ostala po 
dodatku idarucizumaba in vitro nespremenjena in zvišana v primerjavi z ODV1.  
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7 SKLEPI 
Hipotezo H1 »Idarucizumab dodan v plazmo preiskovancem pred AK terapijo nima vpliva 
na nobeno koagulacijsko preiskavo« smo potrdili le delno, saj smo dokazali, da dodatek 
idarucizumaba plazmi povzroča rahel vendar statistično značilen hiperkoagulabilni učinek, 
ki smo ga izmerili s PČ. Pri APTČ smo dobili ravno nasprotne rezultate, ki nakazujejo na 
statistično značilen hipokoagulabilen učinek, kar smo pripisali shranjevanju vzorca za več 
kot 6 mesecev na – 70 °C. Na TČ dodatek idarucizumaba in vitro ni imel nobenega statistično 
značilnega vpliva. 
Tudi pri testiranju hipoteze H2 »Dodatek idarucizumaba in vitro vzorcem plazme odvzetim 
bolnikom, ki so na terapiji z dabigatranom popolnoma nevtralizira učinek dabigatrana kot 
lahko izmerimo s koagulacijskimi preiskavami« smo potrdili le delno, saj smo ugotovili, da 
sta koagulacijska časa (PČ, APTČ) ter faza mirovanja in čas do trombinskega vrha pri 
spremljanju TGA podaljšani ob prisotnosti dabigatrana, medtem ko dodatek idarucizumaba 
in vitro omogoči ne le popolno nevtralizacijo omenjenih preiskav, ampak jih zniža v 
primerjavi s preiskovanci pred uvedbo AK terapije. Trombinski vrh in površina pod krivuljo 
ne korelirata z učinkom dabigatrana in sta neučinkovita pri prepoznavanju AK učinka 
zaviralca. Tudi ob dodatku idarucizumaba in vitro sta omenjeni spremenljivki ostali višji kot 
pri bolnikih, ki niso na AK terapiji, kar smo pripisali nastanku kompleksa α2-makroglobulin-
trombin, ki je del zaviralnega procesa in cepi fluorogeni substrat ter prispeva k višjim 
vrednostim.  
Pri testiranju hipoteze H3 »Za nevtralizacijo širokega razpona koncentracije dabigatrana 
zadostuje fiksni odmerek idarucizumaba« smo potrdili le delno, saj smo z dodatkom 
idarucizumaba in vitro pri vzorcih v času pričakovane najvišje in najnižje koncentracije 
dabigatrana v plazmi preiskovancem omogočili popolno nevtralizacijo faze mirovanja in 
časa do trombinskega vrha medtem, ko sta trombinski vrh in površina pod krivuljo ostala po 
dodatku idarucizumaba in vitro višja kot pri vzorcih plazme pred AK terapijo.  
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9 PRILOGE 
Priloga 1: Rezultati meritev presejalnih koagulacijskih preiskav v plazmi preiskovancev 
pred uvedbo AK terapije (ODV1). 
Št. vzorcev APTČ (s) PČ (%) TČ (s) 
1 31,4 88,0 14,6 
2 34,2 92,0 14,6 
3 35,9 85,0 14,6 
4 35,7 80,0 18,8 
5 30,4 105,0 15,1 
6 38,2 98,0 18,7 
7 35,3 77,0 16,0 
8 34,8 84,0 15,3 
9 30,8 90,0 16,8 
10 34,1 84,0 17,1 
11 35,1 82,0 18,8 
12 31,2 97,0 18,2 
13 33,3 107,0 18,0 
14 29,3 80,0 18,1 
15 34,5 92,0 17,8 
16 34,2 99,0 15,0 
17 38,2 94,0 17,3 
18 31,0 105,0 16,6 
19 31,0 89,0 15,1 
20 34,2 103,0 17,0 
21 32,6 77,0 14,6 
22 36,5 92,0 18,8 
23 30,2 92,0 16,1 
24 34,6 87,0 17,1 
25 34,5 88,0 15,5 
26 38,2 95,0 15,6 
27 32,7 92,0 15,3 
28 30,0 105,0 18,3 
29 36,9 75,0 16,6 
30 30,8 79,0 17,6 
31 29,3 109,0 15,6 
32 31,0 89,0 16,3 
33 33,8 90,0 16,1 
34 32,0 82,0 16,7 
35 34,3 87,0 16,5 
36 33,3 109,0 15,6 
37 31,5 97,0 15,4 
38 34,0 85,0 18,0 
39 30,7 97,0 17,1 
40 29,9 87,0 18,2 
41 31,9 95,0 18,2 
42 31,4 81,0 16,7 
43 35,0 84,0 17,5 
44 33,2 92,0 16,7 
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Priloga 2: Rezultati meritev TGA v plazmi preiskovancev pred uvedbo AK terapije 
(ODV1). 
Število 
vzorcev 
Faza mirovanja 
(min) 
Trombinski vrh 
(nM) 
Čas do trombinskega 
vrha (s) 
Površina pod krivuljo 
(nM X min) 
1 13,0 343,0 17,5 3804,2 
2 12,0 382,0 16,0 4807,7 
3 15,5 335,6 20,0 4611,6 
4 15,5 246,9 22,0 3820,1 
5 23,0 124,8 34,5 3187,8 
6 23,5 153,6 30,5 3251,5 
7 17,5 154,7 25,0 2829,3 
8 17,0 160,4 26,0 2997,0 
9 18,0 108,9 27,5 2593,1 
10 16,5 221,4 22,5 3425,1 
11 21,5 157,0 30,0 3534,8 
12 17,5 107,8 29,0 2812,2 
13 21,5 115,7 26,5 2298,0 
14 19,0 101,0 27,0 2260,9 
15 14,0 185,2 24,0 3654,0 
16 21,0 96,5 30,5 2392,9 
17 24,0 89,7 36,5 2140,0 
18 19,5 185,8 28,0 3183,3 
19 11,0 293,2 18,0 3542,7 
20 13,5 231,6 23,0 4077,4 
21 14,5 244,6 22,0 4164,0 
22 19,0 121,9 28,0 2882,1 
23 13,0 217,5 21,5 4074,0 
24 18,0 315,6 22,0 4451,7 
25 19,5 188,3 25,5 3644,7 
26 14,0 283,9 21,5 4207,3 
27 15,0 214,9 21,0 3693,5 
28 15,5 173,0 23,5 3038,1 
29 17,5 135,7 27,5 3131,5 
30 18,5 115,9 27,5 2585,5 
31 16,5 252,8 22,5 3995,4 
32 14,5 307,7 19,0 3744,4 
33 16,0 238,7 20,5 3097,3 
34 15,5 199,6 21,0 3582,6 
35 23,5 55,9 33,0 2140,0 
36 16,0 248,3 21,0 4115,7 
37 16,5 112,5 26,5 2845,1 
38 19,0 205,8 26,0 3850,0 
39 14,5 254,5 19,5 3504,5 
40 22,5 186,0 30,0 3886,2 
41 16,5 213,2 25,0 3606,9 
42 14,5 240,9 20,0 3413,3 
43 14,0 382,0 18,0 4624,2 
44 16,0 199,0 21,0 3194,3 
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Priloga 3: Rezultati meritev presejalnih koagulacijskih preiskav v plazmi preiskovancev 
pred uvedbo AK terapije z dodanim idarucizumabom (ODV1+ I). 
Št. vzorcev APTČ (s) PČ (%) TČ (s) 
1 34,3 85,5 15,7 
2 36,6 84,2 16,9 
3 34,5 85,5 17,1 
4 35,9 85,0 18,6 
5 37,8 74,0 15,9 
6 39,2 101,6 16,8 
7 33,2 93,7 16,6 
8 30,6 90,9 15,6 
9 30,5 106,8 16,9 
10 34,9 79,4 17,0 
11 35,3 75,1 18,6 
12 32,2 89,5 18,6 
13 31,4 86,8 18,2 
14 36,3 78,3 17,0 
15 32,3 93,7 17,0 
16 34,4 93,7 16,5 
17 36,2 103,3 17,3 
18 41,5 103,3 16,1 
19 37,3 95,6 16,2 
20 36,1 84,2 16,7 
21 32,9 100,1 14,7 
22 35,7 119,9 17,8 
23 36,8 108,4 17,5 
24 32,6 94,2 16,3 
25 33,1 86,2 15,3 
26 41,5 112,1 16,8 
27 36,2 108,4 16,4 
28 32,6 105,0 17,4 
29 35,1 103,3 16,8 
30 33,4 97,1 17,8 
31 32,4 105,0 15,8 
32 36,1 81,4 15,4 
33 34,7 100,1 16,2 
34 33,2 112,1 17,2 
35 35,0 112,1 16,0 
36 34,2 95,6 16,3 
37 38,4 97,1 14,9 
38 36,8 106,7 16,5 
39 30,5 91,4 18,1 
40 32,6 100,1 18,2 
41 36,1 113,9 18,1 
42 31,1 110,2 16,9 
43 31,7 83,7 16,8 
44 37,0 80,3 16,1 
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Priloga 4: Rezultati meritev TGA v plazmi preiskovancev pred uvedbo AK terapije z 
dodanim idarucizumabom (ODV1 +I). 
Število 
vzorcev 
Faza mirovanja 
(min) 
Trombinski vrh 
(nM) 
Čas do trombinskega 
vrha (s) 
Površina pod krivuljo 
(nM x min) 
1 12,0 354,3 16,0 4192,9 
2 11,0 395,5 15,0 5069,0 
3 12,5 337,3 19,0 4920,5 
4 15,0 314,1 20,5 4221,1 
5 22,3 144,0 31,5 3536,5 
6 18,5 209,6 24,5 4002,3 
7 15,5 308,5 20,5 3768,0 
8 14,0 257,6 20,0 3830,6 
9 16,5 151,9 25,0 3331,5 
10 16,5 235,6 23,5 3909,1 
11 19,0 206,2 28,5 4323,8 
12 14,5 175,1 22,0 3659,0 
13 21,5 99,9 29,5 2739,0 
14 18,5 129,8 27,0 2739,0 
15 13,0 22,6 23,0 4224,0 
16 18,5 155,3 26,5 3424,1 
17 19,0 163,8 28,0 3786,6 
18 18,0 222,0 26,5 3830,5 
19 11,0 331,1 17,5 3957,0 
20 12,0 230,5 20,5 4192,0 
21 14,5 266,1 22,5 4668,5 
22 16,5 149,6 26,0 3445,8 
23 12,0 270,6 19,5 4526,8 
24 16,5 334,9 22,0 4811,3 
25 19,5 216,0 26,0 3984,8 
26 13,5 320,2 20,5 4596,5 
27 14,5 218,3 20,5 3804,8 
28 14,0 251,1 20,5 3736,7 
29 17,0 181,5 24,5 3672,6 
30 17,0 155,5 24,5 3197,7 
31 15,5 302,1 22,0 4491,0 
32 14,5 317,9 19,0 4025,7 
33 16,5 196,8 22,5 3311,0 
34 15,0 203,0 22,0 3595,4 
35 21,5 83,6 29,0 2739,0 
36 15,5 291,9 21,0 4601,5 
37 15,0 161,7 22,5 3395,8 
38 18,0 227,9 26,5 4255,9 
39 15,0 263,0 20,0 3911,7 
40 18,0 278,3 25,5 4931,1 
41 14,0 267,5 22,0 4326,6 
42 16,0 193,4 23,5 3430,5 
43 13,0 466,8 17,5 4966,6 
44 22,5 85,9 31,5 2739,0 
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Priloga 5: Rezultati povprečnih meritev APTČ in PČ pri 44 bolnikih z dabigatranom 
(DABI). 
Št. vzorcev APTČ (s) PČ (%) 
1 71,0 49,0 
2 51,2 73,0 
3 56,8 74,8 
4 58,0 64,0 
5 60,4 69,3 
6 78,5 65,8 
7 54,5 66,0 
8 79,8 53,0 
9 55,1 64,5 
10 62,6 61,8 
11 65,5 64,5 
12 58,4 68,8 
13 64,5 81,3 
14 49,0 54,0 
15 70,7 58,0 
16 55,2 83,5 
17 62,1 75,0 
18 46,1 82,8 
19 50,9 69,0 
20 72,9 62,3 
21 85,6 43,8 
22 70,0 64,0 
23 65,6 52,0 
24 73,2 62,8 
25 68,7 59,8 
26 81,1 64,5 
27 85,6 43,8 
28 50,7 76,3 
29 85,6 51,8 
30 57,6 56,0 
31 66,6 58,5 
32 59,0 61,8 
33 51,5 73,3 
34 63,7 61,8 
35 58,7 67,5 
36 66,6 78,8 
37 47,4 74,5 
38 49,0 68,8 
39 52,2 77,0 
40 58,0 61,5 
41 42,5 80,0 
42 57,6 57,5 
43 56,5 60,0 
44 53,8 74,5  
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Priloga 6: Rezultati povprečnih meritev TGA pri 44 bolnikih z dabigatranom (DABI).  
Število 
vzorcev 
Faza mirovanja 
(min) 
Trombinski vrh 
(nM) 
Čas do trombinskega 
vrha (s) 
Površina pod krivuljo 
(nM x min) 
1 34,0 173,8 41,8 1986,2 
2 32,9 224,7 40,0 2929,1 
3 37,8 177,2 45,2 1523,7 
4 33,4 228,8 38,6 2842,0 
5 42,8 105,7 57,4 674,3 
6 42,5 117,4 52,6 1241,5 
7 51,5 48,5 54,5 232,0 
8 45,0 130,8 51,6 995,6 
9 32,7 209,9 39,8 2428,9 
10 31,8 210,7 39,3 2347,4 
11 39,6 177,9 45,8 2334,8 
12 37,8 143,7 46,4 1810,4 
13 36,1 201,0 43,4 2030,3 
14 31,6 195,7 38,1 2711,2 
15 32,4 260,4 38,4 2869,0 
16 32,1 276,3 39,3 3089,2 
17 43,6 224,8 52,1 2199,5 
18 52,3 117,7 58,0 670,6 
19 31,4 220,5 36,1 2415,9 
20 47,8 114,7 53,5 1198,4 
21 36,3 344,1 40,0 2435,1 
22 36,3 279,2 40,5 2920,4 
23 36,9 216,5 47,4 2768,7 
24 34,0 253,7 43,0 2884,6 
25 42,5 156,3 50,3 1229,4 
26 36,0 160,0 46,2 2577,8 
27 39,1 179,1 44,5 1892,2 
28 31,9 279,4 36,4 2577,1 
29 29,3 138,4 43,8 1487,4 
30 24,0 303,2 28,5 3133,0 
31 31,9 287,9 37,4 3323,8 
32 42,3 59,6 52,0 360,9 
33 33,0 158,4 40,1 2272,4 
34 28,5 333,2 32,9 3045,5 
35 33,1 260,6 39,8 2807,3 
36 29,8 253,1 37,8 3069,4 
37 41,8 122,4 48,0 1365,6 
38 27,1 298,4 32,0 3819,8 
39 31,8 227,9 38,6 2547,8 
40 42,9 137,6 52,1 1386,3 
41 44,0 153,8 57,0 730,1 
42 28,6 256,5 33,3 2552,1 
43 35,9 212,2 44,1 1871,0 
44 31,7 243,0 35,3 2714,1 
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Priloga 7: Povprečni rezultati meritev APTČ, PČ in TČ pri 44 bolnikih z dabigatranom in 
dodanim idarucizumabom in vitro (DABI+I). 
Št. vzorcev APTČ (s) PČ(%) TČ (s) 
1 30,4 84,3 16,0 
2 37,0 86,0 18,3 
3 31,0 96,3 17,5 
4 34,5 85,1 16,5 
5 37,8 77,0 16,2 
6 37,9 92,6 17,5 
7 33,2 88,6 16,3 
8 31,0 81,9 15,8 
9 30,7 101,4 16,4 
10 36,5 83,1 16,6 
11 34,3 77,0 15,8 
12 31,8 88,2 17,0 
13 31,2 91,6 17,2 
14 35,4 84,1 17,7 
15 35,1 79,8 16,4 
16 32,8 102,6 17,2 
17 37,2 94,8 17,0 
18 42,4 93,9 15,5 
19 38,8 94,0 15,8 
20 38,0 90,8 17,5 
21 33,0 105,4 16,3 
22 36,3 115,5 17,8 
23 36,9 130,5 16,2 
24 33,3 102,1 16,3 
25 31,6 91,4 16,4 
26 42,4 105,1 16,3 
27 36,8 101,9 16,6 
28 32,7 106,4 17,0 
29 33,5 96,7 16,8 
30 31,9 108,0 16,6 
31 31,5 111,2 16,3 
32 34,7 85,0 15,7 
33 32,0 91,4 15,8 
34 32,3 113,5 15,9 
35 35,2 111,3 16,8 
36 31,8 90,9 16,7 
37 36,0 97,9 15,9 
38 34,9 96,2 15,5 
39 27,2 88,0 18,3 
40 34,0 93,1 17,1 
41 37,6 105,6 16,9 
42 32,6 105,2 16,9 
43 34,9 84,2 17,2 
44 36,4 84,5 16,2 
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Priloga 8: Rezultati povprečnih meritev TGA pri 44 bolnikih z dabigatranom in dodanim 
idarucizumabom in vitro (DABI+I). 
Število 
vzorcev 
Faza mirovanja 
(min) 
Trombinski vrh 
(nM) 
Čas do trombinskega 
vrha (s) 
Površina pod krivuljo 
(nM x min) 
1 11,9 386,7 17,4 4801,8 
2 13,7 285,3 21,0 5028,8 
3 16,3 260,6 22,5 4525,1 
4 16,3 214,1 22,9 3977,8 
5 19,8 223,8 28,6 4698,3 
6 18,6 225,7 26,0 4126,3 
7 18,4 205,3 25,8 3511,9 
8 17,6 214,8 23,5 3544,8 
9 14,8 266,7 21,0 4209,1 
10 17,1 191,2 23,9 3127,6 
11 17,9 208,0 26,1 3875,8 
12 15,6 222,0 22,6 3837,4 
13 13,9 287,0 19,1 4046,2 
14 14,9 259,5 20,4 3915,1 
15 14,0 285,3 20,3 4279,9 
16 15,3 331,1 21,1 4534,3 
17 21,6 248,2 28,8 4436,7 
18 21,6 155,7 28,8 2969,6 
19 12,4 223,6 18,6 3876,6 
20 14,0 270,2 19,9 4569,6 
21 11,8 389,6 17,9 4973,5 
22 12,4 321,5 18,6 4621,1 
23 18,0 290,0 25,3 4722,1 
24 15,6 342,1 21,1 4807,9 
25 16,0 333,5 22,5 4578,6 
26 19,8 192,0 28,0 4007,4 
27 15,0 246,2 21,1 3880,4 
28 11,8 355,8 17,1 4326,9 
29 14,0 304,3 19,8 4033,2 
30 12,6 326,0 17,5 4301,6 
31 15,0 317,9 20,3 4546,9 
32 13,8 340,3 18,3 4153,9 
33 15,5 275,8 20,9 3823,3 
34 11,8 366,6 16,8 4391,0 
35 14,6 288,2 20,8 4404,4 
36 14,4 307,1 20,4 4478,0 
37 17,0 195,4 24,3 3766,7 
38 15,0 325,0 21,0 4689,5 
39 15,3 310,4 20,3 4034,7 
40 20,8 188,6 28,6 3793,7 
41 21,6 103,8 28,8 2969,6 
42 12,1 367,7 16,9 4390,1 
43 17,0 249,6 22,9 3771,2 
44 13,8 246,0 19,5 3669,8 
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Priloga 9: Spremenljivke TGA pri vzorcih plazme v času najnižje koncentracije dabigatrana 
v plazmi preiskovancev.  
Število 
vzorcev 
Faza mirovanja 
(min) 
Trombinski vrh 
(nM) 
Čas do trombinskega 
vrha (s) 
Površina pod krivuljo 
(nM x min) 
1 30,0 228,0 38,3 4622,5 
2 35,0 201,4 44,3 4690,5 
3 29,8 219,8 38,3 4881,2 
4 35,8 160,4 42,5 3692,8 
5 44,0 59,2 59,0 4563,1 
6 43,0 155,9 50,0 4142,7 
7 45,0 81,2 50,0 3454,3 
8 43,0 140,9 50,3 3468,3 
9 36,3 157,8 44,8 4149,9 
10 33,3 185,0 41,5 3210,0 
11 32,3 258,2 37,5 4069,7 
12 38,5 154,7 47,5 3852,6 
13 40,0 196,0 46,3 4132,7 
14 29,8 217,8 35,0 3864,8 
15 24,0 340,4 28,0 4442,1 
16 28,8 237,6 38,3 4407,5 
17 41,5 223,1 48,5 4161,3 
18 51,0 117,7 58,0 3208,1 
19 26,5 264,4 30,8 3929,7 
20 38,0 174,5 48,0 4504,6 
21 21,5 378,2 25,0 5309,6 
22 30,8 304,3 35,0 4536,4 
23 36,8 232,2 46,3 4664,4 
24 29,5 287,6 37,3 4781,3 
25 51,0 91,5 59,0 2833,8 
26 34,0 166,0 44,3 4067,9 
27 37,5 159,5 43,3 3523,2 
28 27,5 315,4 31,5 4395,2 
29 24,5 212,4 42,8 3997,4 
30 23,0 318,8 27,0 4285,4 
31 33,3 281,1 37,5 4389,4 
32 36,0 101,7 51,0 2833,8 
33 31,8 194,2 40,8 3613,5 
34 25,5 378,2 28,8 4449,2 
35 37,5 219,5 44,3 4047,6 
36 26,5 323,9 31,5 4742,2 
37 30,0 204,7 37,0 4179,1 
38 23,8 300,4 28,3 4636,3 
39 31,0 251,7 38,8 4505,8 
40 47,3 110,2 54,8 3666,2 
41 44,0 153,8 57,0 2833,8 
42 29,3 264,7 34,0 4160,8 
43 32,3 199,7 40,5 3307,1 
44 34,5 196,5 38,5 3421,1 
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Priloga 10: Spremenljivke TGA pri vzorcih plazme v času najvišje koncentracije 
dabigatrana v plazmi preiskovancev. 
Število 
vzorcev 
Faza mirovanja 
(min) 
Trombinski vrh 
(nM) 
Čas do trombinskega 
vrha (s) 
Površina pod krivuljo 
(nM x min) 
1 38,0 119,7 45,3 1432,1 
2 24,0 271,2 31,5 3043,1 
3 54,0 92,0 59,0 441,8 
4 31,0 297,2 34,8 3221,9 
5 42,3 152,2 55,8 1155,1 
6 42,0 79,0 55,3 668,2 
7 58,0 15,7 59,0 22,0 
8 47,0 120,8 53,0 1043,2 
9 25,5 314,1 30,0 2657,3 
10 29,0 262,1 35,0 3107,0 
11 47,0 97,6 54,0 1250,7 
12 37,0 132,7 45,3 1538,3 
13 32,3 205,9 40,5 2068,2 
14 33,5 173,7 41,3 2477,3 
15 40,8 180,5 48,8 1986,1 
16 35,5 315,0 40,3 3081,0 
17 45,8 226,5 55,8 1626,1 
18 25,0 0,0 29,0 0,0 
19 36,3 176,5 41,5 2049,0 
20 57,5 55,0 59,0 138,4 
21 51,0 164,4 55,0 804,7 
22 41,8 254,2 46,0 2379,0 
23 37,0 200,8 48,5 2662,4 
24 38,5 219,7 48,8 2375,2 
25 34,0 221,1 41,5 2158,8 
26 40,0 148,1 50,0 2161,9 
27 40,8 198,8 45,8 1801,0 
28 36,3 243,5 41,3 2235,7 
29 34,0 128,9 46,0 1517,2 
30 25,0 287,6 30,0 3081,6 
31 30,5 294,7 37,3 3440,4 
32 48,5 17,4 53,0 152,2 
33 34,3 122,6 39,5 2165,6 
34 31,5 288,2 37,0 2906,8 
35 28,8 301,8 35,3 3314,3 
36 33,0 182,4 44,0 2442,1 
37 53,5 40,0 59,0 189,6 
38 30,5 296,4 35,8 3659,8 
39 32,5 204,2 38,5 2436,5 
40 38,5 165,1 49,5 1703,9 
41 25,0 0,0 29,0 0,0 
42 28,0 248,3 32,5 2268,8 
43 39,5 224,8 47,8 1724,1 
44 26,0 336,0 29,0 3282,8 
 
 
